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RESUMEN.

El aclaramiento del lactato plasmatico generado en actividades
anaerobicas se favorece con la recuperacion activa de moderada intensidad,
gracias a los procesos metabdlicos implicados en la oxidacién de la célula
muscular. La eficiencia de este proceso depende de la actividad de los
transportadores de monocarboxilatos (MCTs) que facilitan la difusion del
lactato a través de la membrana del sarcolema y de la mitocondria de la
célula. La isoforma MCT1, expresada fundamentalmente en el musculo
estriado, es un transportador especializado en introducir el lactato en la célula
muscular, por lo que su funcidn es determinante en la capacidad oxidativa del
musculo. En los ultimos afos se han identificado diferentes variantes
polimdrficas del gen para MCT1 asociadas a posibles diferencias de

funcionalidad en el transporte de lactato.

Considerando que el transportador MCT1 es determinante en la
movilizacidn del lactato por parte de la fibra muscular, el objetivo principal de
este estudio es analizar el papel que juega dicho transportador en la velocidad
de aclaramiento del lactato durante las diferentes fases de la recuperacion
tanto activa como pasiva, analizando posibles diferencias funcionales

asociadas a las variantes polimérficas T1470A de MCT1.

Poblacion y Métodos: A partir de una muestra inicial de 24 sujetos, se

seleccioné un grupo homogéneo de estudio que incluye 16 jugadores de
hockey masculino de alto nivel nacional y con un mismo programa de
entrenamiento. En dos dias consecutivos y con un periodo de descanso de al
menos 24 horas, los deportistas realizaron un ejercicio de alta intensidad que
consistiod en una carrera de 400 metros lisos, seguido durante el primer dia de
una recuperacion activa en carrera con intensidad entre el 65% y el 75% de la
frecuencia cardiaca maxima teérica para cada sujeto, y durante el segundo dia
de una recuperacion pasiva permaneciendo sentados. Se determiné el lactato
capilar al final de cada prueba y a los 10, 20, 30 y 40 minutos de iniciado el

proceso de recuperacién activa y pasiva, calculandose el aclaramiento del

v



lactato para cada uno de los diferentes intervalos. La frecuencia cardiaca de
todos los participantes se registr6 mediante pulsémetro durante todo el
tiempo de realizacidon de las pruebas. Todos los sujetos fueron genotipados
para la variante polimdrfica T1470A del gen MCT1, con el fin de identificar
posibles diferencias en la funcionalidad del transportador de

monocarboxilatos MCT1.

Resultados: Como era esperable, el comportamiento del aclaramiento
del lactato plasmatico difiere significativamente durante la recuperacion
activa y pasiva, siendo éste mucho mas favorable durante los primeros 20
minutos de la recuperacion activa. Comparando el comportamiento del
lactato entre los sujetos en funcién del genotipo para MCT1-T1470A para cada
uno de los intervalos, se observan diferencias significativas en la cantidad de
lactato aclarado entre el minuto 10 y el minuto 20 de iniciada la recuperacién
activa entre los sujetos de los grupos AAy TT (p=0,018). No existen diferencias
significativas entre los grupos para el resto de los intervalos de la

recuperacion activa, ni durante la recuperacién pasiva.

Conclusiones: Los mecanismos de aclaramiento de lactato son mucho
mas eficaces durante la recuperacidon activa que durante la recuperacion
pasiva gracias a los procesos de oxidacion muscular, atribuyéndose un
protagonismo significativo de los transportadores de monocarboxilatos
(MCTs) durante este tipo de recuperacién. Nuestro estudio demuestra que el
transportador de lactato MCT1 es determinante en la movilizacion del lactato
sanguineo en los periodos de maxima velocidad de aclaramiento. Los sujetos
con la variante AA para MCT1-T1470A, tienen un aclaramiento de lactato
significativamente superior a los sujetos con la variante TT, por lo que pueden
atribuirse diferencias en la eficacia de transporte del lactato en funcion del

residuo presente en la posicidon 490 del transportador MCT1.
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MARCO TEORICO

1.1.- INTRODUCCION.

El lactato generado en situaciones anaerdébicas, reconocido como el
marcador biolégico mas significativo del metabolismo celular en ausencia de
oxigeno, es a su vez un potencial sustrato energético y una indiscutible fuente
de energia para la propia célula o de otros 6rganos (Brooks, 1991). Aunque
clinicamente se ha utilizado para identificar el grado de hipoxia o dafio tisular
en pacientes con shock, y en fisiologia deportiva como marcador de fatiga,
son varias las funciones que se adscriben a la apariciéon de altas
concentraciones de lactato en el espacio extracelular. En la revision realizada
por Ribas en el ano 2010 sobre el papel energético de este metabolito, se
recoge el papel del lactato en la mejora de la actividad muscular durante
ejercicios intensos y duraderos. Ademds se reconocen multiples acciones
especificas del lactato a nivel celular: favorece el mantenimiento de su
excitabilidad; interviene en la conductancia del canal de potasio dependiente
de ATP; es un metabolito necesario en el sostenimiento de la glucélisis; tiene
un efecto parcial como tamponador de radicales acidos; y es un cebador en la
fosforilacién oxidativa en la mitocondria. Por otro lado, actua sobre la sintesis
de colageno ayudando a la cicatrizacion de las heridas y como protector de
lesiones cerebrales post-isquémicas transitorias (Ribas, 2010). Estas funciones
fisiolégicas atribuyen un apreciado papel al lactato, otorgandole un
protagonismo especial en el metabolismo intermediario de los diferentes

tejidos, en la sefializacién entre células y en la misma célula.

Clasicamente, tras la realizacidon de ejercicios de alta intensidad, el
lactato plasmatico ha sido considerado un marcador de fatiga, y su rapido
aclaramiento un objetivo de los diferentes programas de recuperacion pasiva
(en reposo) o activa (con actividad muscular significativa) (Masi y col., 2007).
En este sentido, la recuperacidn activa manteniendo una actividad muscular
de baja intensidad, parece ser la estrategia mas eficaz para mejorar la

velocidad de aclaramiento de lactato sanguineo (Hermansen y Stensvold,
2



MARCO TEORICO

1972; Belcastro y Bonen, 1975). Diferentes estudios han demostrado que las
fibras musculares oxidativas consumen el lactato durante los ejercicios de
baja 0 moderada intensidad (Gladden, 2004), siendo la principal funcion del
lactato durante el ejercicio la de actuar como fuente de energia a través de la
oxidacion y la gluconeogénesis por parte del musculo (Stanley y col., 1988;

Bergmany col., 1999).

Tras un esfuerzo de alta intensidad, los valores pico de lactato se
alcanzan entre los 3 y los 8 minutos (Pérez y col., 1986; Astrand y col., 1986;
Scott y col., 1991; Meshil y col., 1992; Oztiirk y col., 1998), equilibrandose las
concentraciones entre el musculo y la sangre entre 5 y los 10 minutos después
de finalizado el ejercicio (Gollnick y Hermansen, 1973). Tras un ejercicio de
este tipo y manteniendo una recuperacion activa, la mayor parte del lactato
sanguineo acumulado en sangre se aclara en los primeros 20 minutos del
proceso de recuperacion (Baldari y col., 2004). Durante todo este tiempo de
actividad muscular el lactato se moviliza de forma continua desde el musculo
hacia el torrente sanguineo y desde aqui de nuevo a los musculos, higado o

rinones para ser oxidado o metabolizado.

Todo este proceso de rapida movilizaciéon de lactato a través de las
membranas plasmaticas se realiza gracias a la existencia de lanzaderas
especificas en las que se integran los denominados transportadores de
monocarboxilatos (MCTs) (Garcia y col., 1994a; Price y col., 1998; Dubouchaud
y col., 2000; Brooks, 2000; Bonen, 2001; Gladden, 2004; Brooks, 2009). Los
genes que codifican para estos transportadores se agrupan dentro de la
familia SLC16A de transportadores de monocarboxilatos (monocarboxylate
transporter solute carrier family 16) que codifican para transportadores
especificos de tejido. Cada MCT tiene diferencias no solo en la cinética sino
también en el grado de afinidad por los sustratos e inhibidores, dependiendo
de los requerimientos metabdlicos de los tejidos en los que se expresan (Price

y cols., 1998).
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En el musculo humano, se han descrito diferentes isoformas entre las
que destaca MCT1 (OMIM 600682), codificado por el gen SLC16A1 localizado
en el cromosoma 1, y MCT4 (OMIM 603877) codificado por el gen SLC16A3
localizado en el cromosoma 17, con diferentes propiedades cinéticas (Wilson
y col., 1998). Ambas isoformas se co-expresan tanto en la membrana de las
mitocondrias como en el sarcolema (Dubouchaud y col., 2000; Benton y col.,
2004). Aunque hay indicios para suponer la existencia de una movilizacién
bidireccional de lactato facilitada por MCT1 (Manning Fox y col., 2000,
Cuperio y col., 2012), su mayor presencia en la fibras oxidativas hace que se
relacione con la capacidad oxidativa del musculo, y presumiblemente esta
mas especializado en introducir el lactato en la célula (McCullagh y col., 1996;
Pilegaard y col., 1999b; Manning Fox y col., 2000; Fishbein y col., 2002). Por
otro lado, diferentes estudios han demostrado que el entrenamiento de
resistencia y de alta intensidad incrementa la expresion de MCT1 en el
musculo esquelético humano. De forma paralela a la mayor capacidad de
transporte de lactato se produce un aumento de la capacidad oxidativa de las
fibras musculares (Bonen y col., 1998; Pilegaard y col., 1999a; Dubouchaud y
col., 2000; Green y col., 2002; Juel y col., 2004a; Thomas y col., 2005). En el
estudio realizado por Thomas y colaboradores, se ha relacionado de forma
experimental la expresion y la actividad del transportador MCT1 con la
velocidad de aclaramiento neto de lactato sanguineo después de ejercicios de

alta intensidad (Thomas y col., 2005).

A lo largo de la ultima década, se han identificado diferentes variantes
polimdrficas del gen para MCT1, que pueden explicar algunas diferencias
individuales en el comportamiento del lactato plasmatico (Merezhinskaya y
col., 2000). En esta linea, nuestro grupo de trabajo ha contribuido a reconocer
el papel que juega una de las variantes polimérficas del transportador del
lactato MCT1 en las concentraciones plasmaticas de lactato en sujetos
sometidos a ejercicios controlados de carga (Cupeiro y col., 2010, 2012). Estas
investigaciones concluyen que el polimorfismo T1470A condiciona diferencias

significativas en la actividad de MCT1, asociando una mayor actividad para la

4
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variante A que para la variante T. Ademas y en la misma linea, el estudio de
Fedotovskaya y colaboradores han observado que la concentracion media de
lactato sanguineo es distinta en remeros en funcidn del genotipo para dicho

polimorfismo (Fedotovskaya y col., 2013).

Basandonos en esta diferente actividad de MCT1 asociada al
polimorfismo T1470A (Cupeiro y col., 2010; 2012; Fedotovskaya y col., 2013),
esta tesis doctoral pretende ampliar el conocimiento sobre el papel de este
transportador en la movilizacion del lactato durante la recuperacion tras el
ejercicio. Consideramos que con el modelo de estudio que proponemos, es
posible analizar el papel que desempefia el transportador MCT1 sobre el
aclaramiento del lactato durante la recuperacién activa y pasiva tras un
ejercicio fisico de alta intensidad. Si el transportador MCT1 es determinante
en el aclaramiento de lactato sanguineo durante el proceso de recuperacion
del ejercicio, esta actividad deberia ser diferente en funcién de la variante
genética presente. De forma opuesta, en las fases de recuperacion en las que
la cinética del transportador MCT1 juegue un papel menos determinante, la
diferencia en el comportamiento del lactato entre las poblaciones con cada

una de las variantes polimdrficas no deberia ser significativa.

1.2.- METABOLISMO ENERGETICO DURANTE EL EJERCICIO.

GLUCOLISIS ANAEROBICA

La contraccidon muscular y, por lo tanto todos los ejercicios fisicos son
dependientes de la liberacién de energia libre derivada de la ruptura del
adenosin-trifosfato (ATP) (ecuacién 1). Esta energia que se libera se acopla a
los requerimientos energéticos del trabajo celular, como por ejemplo la

contraccion muscular.

Ecuacion 1. Ruptura del ATP para la contraccion muscular.

ATP ----aATPasa----> ADP + Pi + energia ----> contraccién muscular.
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Habida cuenta la gran cantidad de energia necesaria para las
actividades musculares, podria pensarse que el misculo dispone de un gran
almacén de ATP desde el que suministra energia para el trabajo celular. Sin
embargo este no es el caso, siendo la cantidad total de ATP almacenada
dentro de la célula muscular muy pequefa (Gastin, 2001). Por este motivo, las
células disponen de otros mecanismos para provisionar ATP a partir de
moléculas mas complejas que provienen de la dieta (hidratos de carbono,
grasas y proteinas) (Glaister, 2005). La demanda de ATP por parte del musculo
se incrementa con el ejercicio en comparacién con la situacidon de reposo,
para cubrirla, el musculo dispone de tres mecanismos o fuentes diferentes de
sintesis de ATP. Una primera fuente de energia deriva de la ruptura de la
fosfocreatina; una segunda fuente de energia es la produccién de ATP a partir
de la glucolisis anaerdbica; y finalmente, la tercera fuente consiste en obtener
energia de forma aerdbica a través de la fosforilacion oxidativa en la
mitocondria (Moxnes y col., 2012). En la figura 1 se esquematizan las tres

fuentes de sintesis de ATP durante la contraccién muscular (Figura 1):
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Figura 1. Sistema de produccion de ATP en el musculo esquelético. (Modificado de
Lopez Chicharro J., Ferndndez Vaquero A., 2006, pdgina 186).

La reposicion de ATP durante el ejercicio es el resultado de una
respuesta metabdlica coordinada en la que los tres sistemas energéticos
contribuyen en diferentes porcentajes. Cada sistema contribuira en mayor o

6
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menor medida en funcidon de la interaccion de dos variables como son
intensidad y duracién del ejercicio (Baker y col.,, 2010). Es decir, el
metabolismo que se produce durante la actividad fisica es mixto. En la figura 2

se esquematiza la contribucion de los tres sistemas energéticos (Figura 2):

40 4 ;'.Fosfégeno
|

|
359 |

l\ . sy
254 \,-~~. Glicolitico
A \\‘ . e . .
I “\ Respiracidon mitocondrial

ATP turnowver | Kl;al';,."kr,.'mmj

Tiempo (s)

Figura 2. Contribucion de los diferentes sistemas energéticos. (Tomado de Gastin PB,
2001).

De forma resumida podemos decir que dependiendo de la demanda
de energia, el organismo dispone de diferentes sistemas de respuesta. Por un
lado dispone de un sistema de energia aerdbico o mitocondrial, que
suministra energia de forma continuada en las actividades de moderada o
baja intensidad, y por otro un sistema anaerdbico (no mitocondrial), capaz de
responder inmediatamente a altas demandas de energia. Este ultimo sistema,
cuya capacidad es limitada, es el que se utiliza en actividades de fuerza y

potencia (Baker y col., 2010).

Debido a que el objetivo del presente trabajo se centra en el

metabolismo anaerdbico lactico, explicaremos a continuacion con mas detalle
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la sintesis de ATP a través de la via glucolitica anaerdbica, ya que es la ruta

gue compone dicho metabolismo.

La glucosa, obtenida tanto de los carbohidratos de la dieta como de las
reservas de glucdgeno, es el Unico nutriente que puede ser usado por la via de

la glucolisis para generar ATP (Balsom y col., 1994).

En esta via formada por una secuencia de reacciones, el punto final es
la creacién de dos moléculas de piruvato que pueden seguir dos vias
diferentes (Figura 3). La primera opcién es oxidarse, con pérdida de su grupo
carboxilo en forma de CO;, dando el grupo acetilo del acetil-coenzima A, que
es oxidado seguidamente de manera completa en la mitocondria. La segunda
ruta o destino del piruvato es su reduccién a lactato via fermentacion del
acido lactico, reaccidn catalizada por el enzima lactato deshidrogenasa. El
piruvato se reduce a lactato, aceptando los electrones del NADH vy
regenerando NAD* necesario para la continuacion de la glucolisis, como se

refleja en la siguiente ecuacién:

Ecuacion 2. Balance global de la degradacion de glucosa a lactato.

Glucosa + 2 ADP + 2 NAD* + 2 Pj ------- > 2 Lactato + 2 ATP + 2 H*

El pK (constante de disociacion) del acido lactico, producto final de la
glucdlisis es 3.8, por lo tanto, debido a los valores del pH fisiolégico, el acido
lactico se disociara en un protén (H*) y un anién lactato (C3HsOs37) (Brooks,
1991; McDermott y Bonen, 1994; Halestrap y Price, 1999). Es por ello, que
desde el punto de vista quimico y bioldgico es mas correcto utilizar el término

lactato.
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Figura 3. Ruta de la glucolisis y gluconeogénesis.

1.3.- METABOLISMO DEL LACTATO DURANTE EL EJERCICIO.

Una vez descrito el origen del lactato generado durante la actividad
fisica, vamos a analizar aspectos sobre su metabolismo en relacion con el
ejercicio fisico. Analizaremos las diversas e importantes funciones que tiene
en el organismo, al igual que aspectos relacionados con la produccion,

acumulacién y aclaramiento.

1.3.1.- CAUSAS QUE PROVOCAN EL INCREMENTO DE LA PRODUCCION DE
LACTATO.

Hay que remontarse a las primeras décadas del siglo XX para encontrar
los primeros estudios sobre la produccién del acido lactico (lactato) durante el
ejercicio y su efecto sobre el organismo. Son los trabajos sobre la energética

de los carbohidratos realizado por Meyerhof y Hill (Ribas, 2010). El primero,
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demostrd la produccion de acido lactico como un producto colateral de la
glucolisis. El segundo, cuantifico la energia liberada durante la conversién de
glucosa a dacido lactico en condiciones de poca disponibilidad de oxigeno.
Observé que cuando un musculo demandaba energia por encima de la que le
podia suministrar la oxidacidn de substratos en presencia de oxigeno, la
conversion de glucosa a lactato podia suministrar una alta cantidad de energia
en poco tiempo para la contraccién muscular (Hill y col., 1924). De esta
relaciéon entre la concentracién de lactato y consumo de oxigeno, surge en
1964 la hipdtesis del denominado umbral anaerdbico. Wasserman vy
colaboradores, definieron este concepto como la intensidad de ejercicio o de
trabajo fisico por encima del cual empieza a aumentar de forma progresiva la
concentracién de lactato en sangre, al mismo tiempo que la frecuencia
respiratoria y la ventilacidon se intensifica de manera desproporcionada con
respecto al oxigeno consumido. De forma simplificada, demostraron la
existencia de un incremento abrupto de la lactatemia cuando se sobrepasaba

un determinado nivel de consumo de oxigeno (Wasserman y col., 1964).

A partir de estas primeras descripciones del umbral anaerdbico,
diferentes estudios analizaron los cambios en la concentracién plasmatica de
lactato y el consumo de oxigeno, demostrandose una ausencia en la relacién
absoluta entre el incremento de concentracion del lactato y el consumo de
oxigeno (Connett y col., 1986; Richardson y col., 1998; Van Hall y col., 2001).
Fruto de estas investigaciones nace una nueva hipdtesis en la que se
argumenta que cuando el aporte de oxigeno al musculo es suficiente para la
adecuada funcién mitocondrial, la produccién de lactato puede verse
incrementada por la propia regulacidon de los enzimas que participan en la
formacion del acido lactico, por la actividad simpatico-adrenal relacionada con
el ejercicio fisico, y por el equilibrio que se establece entre la produccién y la
eliminacion-oxidacién del lactato (Gladden, 1996). Ademas pueden existir
otros factores ligados a la secuencia u orden de reclutamiento de los
diferentes tipos de fibras musculares. Es por ello, que la disponibilidad de

oxigeno seria solo uno de los diferentes factores que interactian en el

10



MARCO TEORICO

aumento de concentracidon de lactato muscular y sanguineo en intensidades
submaximas de actividad fisica. La combinacion de estos factores, parece
explicar hoy en dia, las causas del aumento de lactato con el incremento de la

intensidad del ejercicio (Gladden, 2003; 2004).

1.3.2.- FUNCION DEL LACTATO EN EL ORGANISMO.

Otro aspecto que ha ido evolucionando a lo largo de los afios, y que ha
revolucionado el campo de la fisiologia del ejercicio, es el papel que juega el
lactato en el organismo. En este proceso evolutivo, el lactato ha sido
considerado el responsable del exceso de consumo de oxigeno en el post-
ejercicio inmediato (Margaria y col., 1933), uno de los causantes principales
de la fatiga muscular (Hermansen, 1981), y un producto de desecho de la

glucolisis debido a la hipoxia (Wasserman, 1984).

Dentro de estas consideraciones, la relacion entre el lactato y la fatiga,
y su implicacién en el mundo del deporte, genera multiples controversias.
Existe una clara asociaciéon entre lactacidemia y acidosis pero no son
sindnimos, y por tanto pueden incorporar elementos de confusidn cuando se
habla de fatiga. Hay trabajos que desligan la lactacidosis de la fatiga,
considerdndola fundamentalmente asociada a la falta de disponibilidad de
fosforo inorganico y/o calcio por parte del musculo (Westerblad y Allen, 2002;
Westerblad y col.,, 2002). En cambio, otras investigaciones sugieren no
desestimar todavia la acumulacién de protones en el origen de la fatiga
muscular (Boning y col., 2005; Philp y col., 2005). Hoy en dia, se apunta hacia
una causa multifactorial en el origen de la fatiga, en lugar de establecer un
Unico mecanismo desencadenante (Gladden, 2004). Durante los ultimos afos,
debido a que la funcién del lactato en el organismo ha sido generador de
debate, se han llevado a cabo diferentes investigaciones que han atribuido a
este metabolito otras funciones en el organismo. Dentro de estas funciones,

destacamos en el presente trabajo dos: por un lado, el papel que tiene el

11
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lactato como sustrato energético para las células altamente oxidativas, y por

otro, el de servir como precursor de la gluconeogénesis.

1.3.2.1.- Funcién del lactato como sustrato energético para las células

altamente oxidativas y como precursor de la gluconeogénesis.

Para poder entender el papel del lactato como sustrato energético
tenemos que remontarnos a la hipdtesis de la lanzadera de lactato. Aunque
fue iniciada anteriormente, fue definida por Brooks en 1985 (Brooks, 1986;
Brooks, 1991). Estudios realizados por Brooks, observaron que durante el
ejercicio de moderada intensidad el flujo sanguineo de lactato era superior al
flujo de glucosa lo que reveld su importancia como sustrato energético
(Brooks, 1991). Posteriormente, los trabajos realizados por Miller confirmaron
dicho papel demostrando la competencia existente entre el lactato y la
glucosa como fuente de energia, lo que permite reservar dicha glucosa para
su uso por otros tejidos, como el cerebro, o bien para un uso posterior en
pruebas de larga duracion y mayor intensidad (Miller y col., 2002a; Miller y

col., 2002b).

De estas observaciones se desprende que la mayor parte del lactato
tomado por los musculos es transformado por la via oxidativa (Stanley y col.,
1986; Mazzeo y col., 1986; Stanley, 1988; Bergman y col., 2000; Kelley y col.,
2002), y que el lactato es un importante precursor gluconeogénico, tanto en
intensidades bajas como moderadas (Gladden, 2000; Miller y col., 2002a;
Miller y col., 2002b; Roefy col., 2003).

Sin embargo, debemos considerar que durante el periodo de
recuperacion después del ejercicio de alta intensidad, no sélo el musculo
esquelético interviene en este esquema metabdlico del lactato (oxidacién y
gluconeogénesis), el miocardio, cuyas células son altamente oxidativas, lo
oxida en reposo y durante el ejercicio (Stanley, 1991). También el higado

interviene al captar el lactato para la gluconeogénesis y la glucogenogénesis

12
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(Gladden, 1996), e incluso el cerebro utiliza esta molécula como sustrato,
aunque a niveles despreciables en comparacién con el musculo (Gladden,

2004).

Con respecto al porcentaje del lactato que se aclara mediante su
oxidacion, todas las investigaciones realizadas, tanto en ratas (Depocas y col.,
1969; Brooks y Donovan, 1983), en perros (Issekutz y col., 1976), caballos
(Weber y col., 1987), como en humanos (Stanley y col., 1986; Mazzeo y col.,
1986; Bergman y col.,, 1999; Bergman y col., 2000) hablan de porcentajes
similares. En condiciones de reposo, la cantidad de lactato que se aclara
mediante oxidacién constituye el 50% del lactato liberado a la sangre,
mientras que durante el ejercicio, la fraccién de lactato que se aclara

mediante oxidacidon aumenta hasta un 75% - 80% (Brooks, 2002).

Con todos los datos de los que disponemos en la actualidad, el
principal érgano o sistema implicado en el metabolismo del lactato seria el

musculo esquelético, actuando de forma simultdnea tanto como productor

principal como consumidor (Gladden, 2004; Philp y col., 2005) ( Figura 4).

MUSCULOS MUSCULOS MENOS
ACTIVOS ACTIVOS Y OTROS
(Produccionde ORGANOS
Lactato) (Aclaramiento de Lactato)

Figura 4. Esquema del transporte y metabolismo del lactato en el organismo humano
(Modificado de Gladden, 2008). Fi=Fibras de tipo I. FlI=Fibras de tipo Il. El grosor de
las flechas indica el grado en el que se da el transporte de lactato (Tomado de
Cupeiro, tesis doctoral).

13
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En la revision realizada por Marin y colaboradores (2007), se muestran
estudios que relacionan la intensidad del ejercicio con la produccion de

lactato en el musculo esquelético, y encontramos que:

1.- Durante el ejercicio intenso y corto, el musculo produce
rapidamente lactato. Al aumentar éste a nivel intramuscular se produce la
salida del mismo hacia la sangre. Posteriormente durante la recuperacién, hay
una absorcién de lactato desde la sangre por los musculos en reposo o por
otros que trabajan a menor intensidad (Richter y col., 1988; Brooks, 2000;

Gladden, 2000; Gladden, 2004).

2.- Durante el ejercicio de moderada intensidad, las fibras musculares
glucoliticas producen vy liberan lactato. Una parte de este lactato pasa a la
circulacidn y otra se difunde a las fibras musculares oxidativas vecinas que lo
oxidan (Baldwin y col., 1977; Stanley y col., 1986; Brooks, 2000; Gladden,
2004).

3.- Durante el ejercicio de baja intensidad, los musculos que al
principio liberaron lactato hacia la sangre, podrian invertir este sentido y
posteriormente pasar a consumir lactato (Stainsby y Welch, 1966; Gladden

2000).

Por otro lado, en reposo, el flujo neto de lactato muscular se da hacia
la liberacidn en sangre, aunque a veces esta direccién puede invertirse

(Gladden, 2004).

1.3.2.2.- Otras funciones del lactato.

Estudios realizados han demostrado que el lactato ademas de tener un

papel relevante durante el ejercicio fisico tiene otras funciones.

Se ha observado que actua como facilitador en los procesos de
cicatrizacion, ya que concentraciones de 10-15 mM de lactato en las heridas
duplican la capacidad de sintesis de coldgenos de los fibroblastos (Green H y

14
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Golberg B., 1964). Por otra parte, dicha acumulacion de lactato estimula la
angiogénesis (Trabold y col., 2003), y mejora el flujo sanguineo abasteciendo
de oxigeno a los tejidos en cicatrizacién (Mori y col., 1998; Trabold y col.,

2003).

Parece que el lactato tiene relacién con la glucosa plasmatica y con su
regulacion. El Sistema Nervioso Central, al detectar la activacién del
metabolismo lactico en el hipotdlamo, desencadena una disminucion de la
produccidn de glucosa sin necesidad de la insulina (Chari y col., 2008). Se ha
demostrado que, el lactato, sélo o combinado con otras sustancias,
promueven la secrecidén de insulina por parte de las células INS-1 y de los
islotes pancredticos (MacDonald y col.,, 2008). Por otro lado, el lactato
interviene en la regulacion del catabolismo de la glucosa (Sola-Penna, 2008),
dado que se ha descrito como su concentracidn intracelular inhibe el enzima

fosfofructoquinasa en el musculo (Costa Leite y col., 2007).

Aunque se requiere mas investigacion al respecto debido a las
discrepancias en los diversos estudios, la acumulacién de lactato, parece tener
un efecto protector contra la fatiga muscular durante el ejercicio, y un papel
protector de la excitabilidad muscular para la contraccion durante el esfuerzo
(Nielsen y col., 2001; Pedersen y col., 2003; Hansen y col., 2005). En un
estudio posterior, Kristensen y colaboradores, ponen en duda dicho efecto

protector del acido lactico en los musculos activos (Kristensen y col., 2005).

1.3.3.- EL ACLARAMIENTO DEL LACTATO DURANTE LA RECUPERACION
ACTIVAY PASIVA.

Desde la identificacidn del acido lactico como producto de la actividad
muscular (Fletcher, 1907) y hasta la actualidad, los conocimientos relativos al
aclaramiento del lactato con el ejercicio han ido creciendo (Van Hall y col.,
2002). Durante todos estos afos, los investigadores de las Ciencias del

Deporte se han centrado en determinar cudles son las estrategias de
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recuperacion mas adecuadas para el aclaramiento del lactato en la sangre
después del ejercicio de alta intensidad. Dentro de estos métodos de
recuperacion, se ha estudiado tanto la recuperacién activa como pasiva (Masi

y col., 2007).

En los diferentes estudios de comparacidon realizados entre Ia
recuperacion activa y pasiva, se ha observado que el ejercicio continuo a baja
intensidad facilita un mayor aclaramiento de lactato (Hermansen y Stensvold,
1972; Belcastro y Bonen, 1975; Bangsbo y col., 1994; Monedero y Donne,
2000; Franchini y col., 2003; McAinch y col.,, 2004; Siegler y col., 2006;
Greenwood y col.,, 2008; Menzies y col., 2010). Durante la recuperacion
pasiva, el lactato circulante se aclara lentamente mediante la gluconeogénesis
y oxidacién, sin embargo, durante la recuperacién activa, se produce una
redistribucion del lactato gracias al incremento del flujo sanguineo, lo que
favorece una mayor velocidad de aclaramiento por oxidacion en los musculos
gue trabajan a una menor intensidad (Gladden, 2004), concretamente en las

fibras musculares tipo | (Brooks, 1991),

Uno de los factores que puede influir en la tasa de aclaramiento de
lactato, es la intensidad del ejercicio durante la recuperaciéon (Bonen y col.,
1979). Sin embargo, todavia no hay un acuerdo comun sobre la intensidad
Optima de recuperacién activa para aclarar el lactato acumulado. Algunas
investigaciones emplean la intensidad de la recuperacién en funcién de un
porcentaje del consumo maximo de oxigeno, dichos estudios sugieren una
intensidad en la recuperacidn activa entre 25-63% del consumo de oxigeno
maximo (Hermansen y Stensvold, 1972; Bonen y Belcastro 1976; Boileau y
col., 1983; Dodd y col., 1984), pero en funcidn de este parametro fisioldgico,
la produccidon de lactato tiene una relaciéon no lineal a la carga de trabajo.
Investigaciones mas recientes han relacionado la intensidad de |Ia
recuperacion activa con el umbral de lactato (Baldari y col., 2004; Baldari y
2005; Greenwood y col.,, 2008) lo cual podria de manera mas directa
vincularlo a la carga de trabajo en la que la produccion excede a la

eliminacion. Y por ultimo, se emplea como estrategia el control voluntario de
16
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la persona, sin establecer una intensidad fija en funcion de ningin parametro
fisiolégico (Bonen y Belcastro, 1976; Menzies y col., 2010). Cuando el sujeto
controla de manera voluntaria la intensidad, se produce un aclaramiento del
lactato durante la recuperacién activa con la misma eficacia que utilizando
una recuperacién con intensidades relativas al umbral de lactato, ya que el
sistema de feedback bioldgico, permite a los sujetos el elegir la mejor
intensidad de aclaramiento de lactato durante la recuperacion (Menzies y col.,

2010).

Por otro lado, el ejercicio fisico provoca adaptaciones cardiovasculares,
entre las que se incluye el aumento del gasto cardiaco, valorable como
volumen minuto cardiaco, a expensas de una mayor frecuencia cardiaca y de
un aumento del volumen de expulsidon de sangre por el corazén o volumen de
expulsion sistdlica. Durante la recuperacion pasiva, la frecuencia cardiaca
disminuye progresivamente hasta alcanzar nuevamente los valores de reposo.
Este descenso, es primero de forma rapida y brusca (fase de recuperacién
rapida), y luego de forma mas lenta y paulatina (fase de recuperacién lenta).
El tiempo preciso para alcanzar nuevamente las cifras de reposo varia segun la
intensidad y duracion del ejercicio realizado. En cambio, durante el ejercicio
continuo de baja intensidad (recuperacidn activa), la frecuencia cardiaca sera
directamente proporcional a las variaciones de intensidad durante ese
esfuerzo (Barbany, 1990). Como la frecuencia cardiaca es facilmente valorable
por pulsémetros, con su utilizacion podremos realizar un seguimiento

continuado de las modificaciones de la misma.

Independientemente de Ila estrategia y la intensidad de Ia
recuperacion activa, varias investigaciones sefalan, que durante |Ia
recuperacion del ejercicio tras un esfuerzo de alta intensidad, los valores pico
de lactato se alcanzan entre los 3 y los 8 minutos (Pérez y col., 1986; Astrand y
col., 1986; Scott y col., 1991; Meshil y col., 1992; Oztiirk y col., 1998), siendo
los valores generalmente mas bajos en la sangre que en el musculo (Tesch,
1978), y alcanzandose el equilibrio entre ambos alrededor de los 5 -10

minutos después del ejercicio (Gollnick y Hermansen, 1973). En el estudio
17
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realizado por Baldari y colaboradores en jugadores de futbol sometidos a
varios protocolos de recuperacion activa y pasiva tras un ejercicio de alta
intensidad, observaron que en la recuperacidon activa la mayor parte del
lactato, aproximadamente el 90%, es aclarado en los primeros 20 minutos

(Baldariy col., 2004).

1.4.- LANZADERAS DE LACTATO.

El intercambio del lactato es un proceso dindmico tanto en reposo
como durante el ejercicio (Jorfeldt, 1970; Stanley y col., 1986; Van Hall y col.,
2003), y requiere de un transporte rapido entre los distintos tejidos y drganos

para el cumplimiento de sus funciones.

Hasta hace muy poco numerosos fisidlogos del ejercicio asumian que
el lactato atravesaba la membrana del sarcolema por difusiéon simple
(Gladden, 1996; Bonen, 2006), a pesar de que ya desde la década de los
setenta habia evidencias de que el desplazamiento del lactato estaba
relacionado con un mecanismo de transporte especifico (Halestrap y Denton,
1974), hecho que se confirmé posteriormente con la existencia de un
transportador implicado en el movimiento del lactato a través de la
membrana plasmatica (Juel, 1988; Juel y Wibrand, 1989). Gladden, en su
revision de 1996, enumera los medios que utiliza el lactato para atravesar el

sarcolema (Gladden, 1996):

1.- Por difusidn facilitada con ayuda de los transportadores de lactato,

gue se ocupan de aproximadamente el 70-90% del transporte.

2.- Un cantidad infima se mueve a través del intercambio de aniones

inorganicos (CT o HCOy3).

3.- Por difusion simple.
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Aunque iniciada en 1984, Brooks, en 1985 establecid la hipdtesis de
una lanzadera de lactato intercelular, siendo el principal mecanismo de
coordinacion para que se realice el metabolismo intermediario entre los
diferentes tejidos, y la sangre el medio que permite la conexidn de célula a
célula. El lactato funcionaria como un metabolito intermediario entre los
carbohidratos y los productos finales del metabolismo, diéxido de carbono y
agua (Brooks, 1986; Brooks, 1991). Ampliando su primera hipdtesis, Brooks en
1998, mencionaba la existencia de una lanzadera de lactato intracelular, en la
qgue se afirma que el lactato penetra en la mitocondria mediante los
transportadores de monocarboxilatos (MCTs) para ser oxidado (Brooks, 2000;

Brooks, 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Lanzadera de lactato intracelular. Tomado de Gladden, 2004.

Por tanto, en la movilizacion del lactato los principales componentes

de la via de transporte son el propio torrente sanguineo y unas lanzaderas
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especificas presentes en las membranas celulares en las que se integran los
denominados transportadores de monocarboxilatos (MCTs) (Garcia y col.,
1994; Price y col., 1998; Dubouchaud y col., 2000; Brooks, 2000; Bonen, 2001;
Gladden, 2004; Brooks, 2009).

1.5.- LOS TRANSPORTADORES DE MONOCARBOXILATOS EN EL

MUSCULO ESQUELETICO (MCTs).

Partiendo de la hipdtesis de Brooks, podemos deducir, que los
transportadores de la membrana celular son piezas fundamentales en el
metabolismo, ya que permiten el movimiento rapido de lactato entre células y
tejidos (Brooks, 2000; Brooks, 2009). Tanto durante la actividad muscular
intensa como durante el periodo de recuperacion, la salida de lactato y H*
estd mediada por los transportadores de monocarboxilatos (MCTs) (Poole y
Halestrap, 1993; Juel, 1997, Juel, 1998). Por lo tanto, estos transportadores
juegan un papel relevante no solo en la regulacién del pH de la célula
muscular y del organismo, sino también en la capacidad de incorporar lactato
por parte de los musculos menos activos y de otros tejidos (Gladden, 1996;

Juel, 1997).

Aunque el lactato es el monocarboxilato que tiene cuantitativamente
el mayor peso en el transporte a través de los MCTs, estos también son
esenciales para el transporte de membrana de muchos otros
monocarboxilatos metabdlicamente importantes como es el piruvato

(Halestrap y Price, 1999).

Las caracteristicas de este sistema de transporte especifico, a través
del cual el lactato atraviesa el sarcolema, puede sintetizarse en los siguientes

cinco puntos (Bonen, 2006):
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1.- El transporte de este metabolito monocarboxilado se realiza en
forma de anidn lactato; el acido lactico, debido a su constante de

disociacion, a pH fisiolégico se encuentra en forma de lactato.

2.- El sistema es estereoselectivo, solo se transporta la isoforma L-

lactato y no la isoforma D-lactato.

3.- El sistema funciona como un co-transportador en el que los iones
lactato y los protones son transportados por gradiente electroquimico,
es decir, que el sistema muestra un emparejamiento obligatorio entre
el lactato y el protdn: por cada anidn se transporta también un protén

(Juel y Halestrap, 1999).

4.- El transporte de lactato aumenta cuando se eleva de forma crdénica
la actividad muscular, bien mediante el entrenamiento o bien
mediante estimulacion crénica (en animales de experimentacién

mediante electroestimulacion muscular).

5.- El transporte de lactato disminuye con la inactividad muscular,
como se ha visto que ocurre cuando existe denervacién o no utilizacién

de las extremidades.

Aunque bioquimicamente, los transportadores de lactato, y mas
concretamente, los transportadores de monocarboxilatos (MCTs) se han
estudiado de forma intensiva con anterioridad (Enerson y Drewes, 2003), no
se habian caracterizado a nivel molecular hasta hace pocos anos. Desde el
punto de vista molecular se han caracterizado 14 proteinas distintas (Bonen,
2006) codificadas por la familia genética humana denominada SLC16
(Halestrap y Meredith, 2004). Los genes que codifican para los
transportadores de monocarboxilatos (MCTs), se agrupan dentro de la familia
SLC16A de transportadores de monocarboxilatos (monocarboxylate
transporter solute carrier family 16) que codifican para transportadores
especificos de tejido. Cada MCT tiene diferencias no solo en la cinética sino

también en el grado de afinidad por los sustratos e inhibidores, dependiendo
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de los requerimientos metabdlicos de los tejidos en los que se expresan (Price

y cols., 1998).

Las isoformas MCT1 y MCT4 son las mas expresadas en el musculo
esquelético (Halestrap y Price, 1999; Juel y Halestrap, 1999; Bonen, 2001; Juel,
2001; Fishbein y col., 2002; Halestrap y Meredith, 2004; Bonen, 2006). La
isoforma MCT1 (OMIM 600682) esta codificada por el gen SLC16A1 localizado
en el cromosoma 1, y la isoforma MCT4 (OMIM 603877) estd codificada por el
gen SLC16A3 localizado en el cromosoma 17. Ambas isoformas se co-expresan
tanto en la membrana de las mitocondrias como en el sarcolema
(Dubouchaud y col.,, 2000; Benton y col.,, 2004) y tienen diferentes
propiedades cinéticas (Wilson y col.,, 1998). Hoy en dia hay indicios para
suponer la existencia de una movilizacion bidireccional de lactato facilitada
por MCT1 (Manning Fox y cols., 2000, Cuperio y cols., 2012), pero mas
especializado en el transporte del lactato hacia el interior de la célula
muscular (McCullagh y col., 1996; Manning Fox y col., 2000) y por tanto en su
aclaramiento, mientras que el MCT4 estaria mas especializado en el

transporte hacia el torrente sanguineo (Wilson y col., 1998).

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que el
entrenamiento de resistencia y de alta intensidad incrementa la expresidon de
MCT1 en el musculo esquelético humano. De forma paralela a la mayor
capacidad de transporte de lactato se produce un aumento de la capacidad
oxidativa de las fibras musculares (Bonen y col., 1998; Pilegaard y col., 19993;
Dubouchaud y col., 2000; Green y col., 2002; Juel y col., 2004a; Thomas y col.,
2005). En el estudio realizado por Thomas y colaboradores, se ha relacionado
de forma experimental la expresién y la actividad del transportador MCT1 con
la velocidad de aclaramiento neto de lactato sanguineo después de ejercicios

de alta intensidad (Thomas y col., 2005).
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1.5.1.- MCT1. ISOFORMA 1 DEL TRANSPORTADOR DE MONOCARBOXILATOS.

En los estudios realizados por Garcia y colaboradores, se detalla la
evolucion de la caracterizacién molecular del MCT1. En primer lugar
expresaron la proteina no mutada en células cancerigenas, demostrando que
catalizaba el transporte de monocarboxilatos, siendo sensible a inhibidores
(Garcia y col., 1994a), y posteriormente clonaron el transportador humano
localizdndolo en la banda cromosémica 1p13.2-p12 (Garcia y col., 1994b). La
proteina esta formada por 494 aminodcidos con un peso Molecular de 53,180
Da. Su estructura terciaria presenta 12 dominios transmembrana hidréfobos,
seis en el extremo N-terminal y seis en el extremo C-terminal, y un bucle
intracelular e hidréfilo de 30 residuos sin estructura que une ambos dominios
(Wilson y col.,, 2009). Los miembros de esta familia de transportadores
presentan una mayor conservacion de la secuencia en los dominios
transmenbrana siendo menor en la regién hidrofila (Halestrap y Price, 1999;

Juel y Halestrap, 1999; Enerson y Drewes, 2003) (Figura 6).

)
C-terminus

Figura 6. Topologia propuesta para la familia de los MCTs. La secuencia mostrada es
la correspondiente al MCT1 humano (Tomado de Halestrap y Price, 1999).

23



MARCO TEORICO

El mecanismo para el trasporte de lactato y el protén en el MCT1, se
realiza inicialmente en el espacio extracelular con la unién del protén con el
transportador, seguido por la union del anién lactato, transportandose ambos
iones a través de la membrana, y finalizando con liberacion de esta secuencia
en el espacio intracelular, primero el lactato y luego el protén. En la revision
realizada por Juel y Halestrap, se observa que este transporte no se produce
en una sola direccidn, sino que es un proceso reversible, alcanzando el
equilibrio cuando el valor de la concentracién de lactato a un lado de la
membrana (dentro de la célula) entre la concentracion de lactato al otro lado
(fuera de la célula), es igual al valor de la concentracion de protones en el
exterior entre la concentracidon de protones en el interior (Juel y Halestrap,
1999), siendo el paso limitante en el transporte neto de lactato el retorno del
transportador libre a través de la membrana, necesario para completar el
ciclo de transporte (Halestrap y Price, 1999). El transportador es sensible al
gradiente de pH estimuldndose el transporte del lactato debido a la diferencia
de pH entre los dos medios separados por la membrana, y en todo este
proceso, la Unica energia necesaria para el transporte es la proporcionada por
los gradientes de concentracion del lactato y los protones (Poole y Halestrap,

1993).

Posteriormente, Wilson y colaboradores, han propuesto un ciclo de
translocacion mas detallado, indicandose los aminoacidos (lisinas) a los cuales

se unen el protén y el anidn lactato, (Wilson y col., 2009).

1.5.1.1.- Distribucion y funcionalidad del MCT1.

Para poder entender mejor la funcién de los transportadores de
lactato, expondremos y compararemos los datos relativos a las dos principales

isoformas, MCT1 y MCT4, que se expresan en el musculo humano.

Pilegaard y colaboradores, observaron que el MCT1 estaba presente

tanto en fibras tipo | como en fibras tipo I, aunque con una densidad un tanto
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mayor en fibras de tipo I. En un musculo dado, el contenido de MCT1 se
correlaciond con el porcentaje de fibras tipo | (r=0,66), y negativamente con el
porcentaje de fibras tipo Ilb, sin darse ninguna correlacién con las fibras de
tipo lla. En cambio, se observd una mayor cantidad de MCT4 en las
membranas de las fibras tipo Il, que en las fibras tipo |, y el porcentaje de
MCT4 no se correlaciond con el porcentaje de ningun tipo de fibra (Pilegaard y
col.,, 1999b). En otro trabajo, que también estudid la distribuciéon de estos
transportadores en el musculo esquelético, tal y como sucedia en el estudio
anterior la isoforma MCT1 se expresaba sobre todo en fibras tipo I, pero en
este caso existia una minima expresion en las fibras tipo Ilb. Por otro lado, la
isoforma MCT4 se expresaba fundamentalmente en las fibras tipo Ilb, y en la
mayoria de las fibras tipo lla, mientras que apenas se detectaba en las fibras
tipo I. Sugieren que la expresion de MCT1 absoluta puede ser de 5 a 10 veces
mayor que para otros transportadores musculares, como el MCT4 (Fishbein y

col., 2002).

De estos estudios también se desprende que el contenido de MCT1 o
MCT4 en un tipo de fibra dado puede ser diferente en funcion de su
localizacién muscular. Fibras del mismo tipo localizadas en musculos
diferentes no tienen por qué presentar la misma cantidad de transportadores

MCT1 o MCT4 (Pilegaard y col., 1999b; Fishbein y col., 2002).

Estas diferencias entre ambas isoformas no se dan sdélo en su
distribucién segun el tipo de fibra muscular, sino que también se producen en
su capacidad de transporte de lactato. Pilegaard y colaboradores,
relacionaron en humanos, la capacidad de transporte de lactato con el tipo de
fibra muscular, constatando que ésta es dependiente del tipo de fibra, siendo
la capacidad de transporte de un musculo sin fibras tipo | aproximadamente el
45% de la capacidad de un musculo formado Unicamente por fibras tipo |
(Pilegaard y col., 1994). Posteriormente en otro estudio con ratas, se ha
demostrado que la capacidad del transporte del lactato y protones en fibras
lentas es aproximadamente el doble de la capacidad de transporte en fibras

rapidas glucoliticas (Juel, 2001).
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El MCT1 estd mds presente en las fibras oxidativas, lo que puede
explicar su especializacidon en el transporte de lactato hacia el interior de la
célula muscular para su oxidacién (McCullagh y col., 1996), apoyado también
por los niveles elevados de MCT1 observados en los miocitos cardiacos,
células oxidativas por excelencia (Juel y Halestrap, 1999). En cambio, el MCT4
estd mas presente en las fibras glucoliticas, por lo que se le sugiere una
especializacién en el transporte de lactato desde la célula muscular hacia el
torrente sanguineo (Wilson y col., 1998), apoyado también por el hecho de
gue los leucocitos solo expresan MCT4, que son células altamente glucoliticas

(Juel y Halestrap, 1999).

No obstante, como hemos comentado con anterioridad, hay indicios
para suponer la existencia de una movilizacién bidireccional de lactato
facilitada por MCT1, con una funcionalidad tanto de salida como de entrada
de lactato a la célula, en el que la direccion del mismo dependeria del
equilibrio necesario entre el metabolismo oxidativo y la glucolisis (Manning
Fox y col., 2000; Cupeiro y col., 2012). En varias investigaciones se ha descrito
el movimiento del lactato en ambos sentidos facilitado por el MCT1
(Carpenter y Halestrap, 1994; Becker y Deitmer, 2008), o la correlacién entre
el contenido de MCT1 en el sarcolema y la liberacion de lactato durante el

ejercicio (Bonen y col., 1998; Dubouchaud y col., 2000; Evertsen y col., 2001).

Esta funcion de la isoforma MCT1 de entrada de lactato a la célula para
su oxidacidon durante el ejercicio y la recuperacion es la que da significaciéon y

peso a esta tesis doctoral.

1.5.1.2.- Factores determinantes de la expresion y de la funcionalidad del

MCT1.

La expresion y la funcionalidad de los MCTs musculares, y mas
concretamente del MCT1, dependen de varios factores: el ejercicio fisico y el

entrenamiento y, la accion de factores reguladores o moduladores.
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El ejercicio fisico y el entrenamiento.

Los diferentes estudios realizados constatan la influencia que tienen el
ejercicio fisico y el entrenamiento sobre la expresion del MCT1 en el musculo
esquelético, y como veremos a continuacién, en su expresion influyen tanto el

tipo de ejercicio, como su volumen e intensidad.

En los estudios realizados sobre modelos animales durante los ultimos
anos se han observado cambios en la membrana del sarcolema,
incrementandose la expresion de MCT1 en todo tipo de musculos,
independientemente de su composiciéon de fibras (McCullagh y col., 1997;
Baker y col., 1998; Coles y col., 2004; Yoshida y col., 2004). En un estudio
reciente, realizado en ratas, se ha observado que el entrenamiento de
resistencia incrementa la expresién del MCT1 tanto en la membrana del

sarcolema como en la membrana mitocondrial (Nikooie y col., 2013).

Por otro lado, los resultados de los estudios realizados en humanos
varian en funcion del tipo de ejercicio fisico o del protocolo desarrollado. El
entrenamiento de fuerza — resistencia e hipertrofia, aumenta la expresion del
MCT1 entre el 48 y el 138% (Pilegaard y col., 1999a; Juel y col., 2004a; Juel y
col., 2004b). Cuando el entrenamiento es de alta intensidad tanto en carrera
como en bicicleta, los incrementos en la expresién de este transportador
varian entre el 28 y el 130% (Bickham y col., 2006; Burgomaster y col., 2007,
Mohr y col.,, 2007). En cambio, esos mismo ejercicios pero con un
entrenamiento de intensidad submdxima, los resultados son contradictorios,
algunos estudios otorgan un aumento en la expresion del MCT1 entre el 18 y
el 90% (Bonen vy col., 1998; Dubouchaud y col., 2000), y otros no detectan
cambios o reflejan un descenso en su expresion (Evertsen y col., 2001), por lo
gue se requiere mas estudios sobre este tipo de entrenamiento. En un estudio
mas reciente, se relaciona el incremento del 9% en la expresidon de este
transportador con un entrenamiento de resistencia a la velocidad

(Gunnarssony col., 2012).
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Varios estudios han relacionado los incrementos en la expresion del
MCT1 derivados del entrenamiento con un mayor transporte de lactato
(Bonen y col., 1998; Pilegaard y col., 1999a; Dubouchaud y col., 2000; Green y
col., 2002; Thomas y col., 2005). Con respecto a la relacidon entre la mayor
capacidad de transporte y el aclaramiento del lactato, Green y colaboradores,
investigaron los efectos de una sola sesion de entrenamiento en las
adaptaciones metabdlicas del musculo vasto lateral, aplicando wun
entrenamiento submaximo de 5-6 horas de ciclismo, observando una
reduccion del lactato muscular post-ejercicio comparandolo con los datos pre-
ejercicio. Durante los 6 dias siguientes de recuperacion los niveles de lactato,
aunque aumentaron algo, continuaron por debajo de los valores pre-ejercicio.
También, de esta sesidn, resultaron aumentados los MCT1 y MCT4 durante los
6 dias siguientes. Por lo que estos autores proponen que la menor
acumulacién de lactato no es el resultado de la produccién de lactato, sino del
incremento de su aclaramiento que dependen, entre otros factores, del
aumento de los niveles de MCTs (Green y col., 2002). Posteriormente, Thomas
y colaboradores, partiendo de la relacion que existe entre el contenido de
MCT1 con la capacidad oxidativa del musculo, en su trabajo plantean la
hipdtesis, de que entonces el contenido de MCT1 puede también estar
asociado con el aclaramiento neto de lactato en sangre. Para verificar su
hipdtesis, estudiaron la relacidon entre la expresion de MCT1 en musculo
esquelético humano y la velocidad de aclaramiento de lactato en sangre
durante la recuperacién de un ejercicio supramaximo, y concluyen que la
expresion de MCT1 en el musculo esquelético estd asociada con la velocidad
constante de aclaramiento neto de lactato sanguineo después de un test de
un minuto a maxima intensidad, por lo que la expresién de MCT1 puede ser
importante para el aclaramiento de lactato sanguineo después del ejercicio

supramaximo (Thomas y col., 2005).

Aunque son necesarios mas estudios al respecto, en general, parece
gue la expresion de los transportadores tiene una respuesta rdpida al

entrenamiento, aumentando en la mayoria de las ocasiones tras un
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entrenamiento e incluso tras una unica sesion, aunque no de forma inmediata

(Bishop y col., 2007).

La accion de factores requladores o moduladores.

Estudios realizados han observado que la accidon del MCT1 puede ser
regulada o modulada por la presencia o la actividad de otras o varias
proteinas, entre ellas destacan la basigina, la isoforma Il de la anhidrasa

carbodnica o la testosterona

La basigina, es una proteina auxiliar de los MCTs, que influye en la
actividad de estos transportatores. La basigina o CD147, es necesaria para la
fijacion correcta de los transportadores de membrana celular (Kirk y col.,
2000; Philp y col., 2003). El transportador y su proteina auxiliar estan
estrechamente unidos, pudiendo ser importante esta unién para determinar
la actividad y la localizacidn de los transportadores (Kirk y col., 2000). Ademas,
se ha observado que cuando se elimina la interaccién entre ambas proteinas
se inhibe el transporte de lactato por parte de los MCTs (Wilson y col., 2005).
Estudios con inmunoprecipitacién han mostrado a la basigina como la
proteina que normalmente se asocia al MCT1 en la mayoria de los tejidos (Kirk

y col., 2000; Wilson y col., 2005).

Por otro lado, la isoforma Il de la anhidrasa carbdnica (CAll), también
parece influir en el funcionamiento del MCT1. El aumento de la cantidad de

este enzima aumenta la actividad del MCT1 (Becker y Deitmer, 2008).

La testosterona, podria influir sobre la cantidad de MCTs presentes en
el sarcolema. En un grupo de ratas que recibieron un tratamiento de esta
hormona inyectada, y sin realizar ejercicio fisico, se observé un aumento en el

MCT1y también en el transporte de lactato (Enoki y col., 2006).
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1.6.- POLIMORFISMOS GENETICOS Y ACTIVIDAD FiSICO -

DEPORTIVA.

La variacidon en el desempefio deportivo de los humanos es
determinada por un complejo sistema de interacciones de diversos
componentes socioculturales, psicoldgicos y fisioldgicos, los cuales a su vez se
ven controlados tanto por elementos ambientales como genéticos. Aunque la
cladsica dicotomia gen-ambiente es una aproximacidon demasiado simplista
para comprender en total las variaciones de los principales determinantes del

rendimiento deportivo.

El genoma humano consiste en aproximadamente 20.000-25.000
genes que determinan las caracteristicas estructurales y funcionales propias
de nuestra especie (Stein, 2004). Con el nivel actual de conocimiento se ha
determinado que existen pequefias variaciones a nivel de la secuencia de
nucleétidos en cada uno de estos genes, descritas como polimorfismos o
variantes genéticas. Tal diversidad genética al interaccionar con condiciones
ambientales especificas determina un fenotipo, esto es lo que explica en
parte, muchas de las variaciones observadas en el desempefio fisico de los
humanos (Rankinen y col., 2006; Dias y col., 2007). Por ello, es creciente el
interés por el estudio de las influencias de los polimorfismos sobre el
fenotipo, y un area en ese campo de estudio son los polimorfismos

relacionados con la actividad fisica y el deporte.

Numerosos estudios han demostrado o sugieren una heredabilidad
significativa para caracteres de interés para la fisiologia del ejercicio. Estos
incluyen estudios de rendimiento aerdbico y respuesta al entrenamiento
(Bouchard y col., 2000), rendimiento anaerébico (Calvo y col., 2002), fuerza
muscular y potencia (Tiainen y col., 2005), coordinacién neuromuscular
(Missitzi y col., 2004), densidad &sea, tamafio y composiciéon corporal

(Katzmarzyk y col., 2000; Rice y col.,, 2002), distribucién y tipo de fibra
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muscular (Barrey y col.,, 1999), variables cardiovasculares en las que se
incluyen la presién sanguinea, bioquimica de los lipidos en sangre (Beekmany
col., 2002), glucosa e insulina en sangre, sensibilidad periférica a la insulina
(Freeman vy col., 2003), utilizacién de sustratos y tasa metabdlica (Goran,
2005), funcion pulmonar (Beall, 2000) y hormonas y respuesta hormonal al
entrenamiento (Hong y col., 2001). Como resultado del andlisis conjunto de
estas estrategias, en la actualidad se reconocen cientos de genes con relacion

al rendimiento deportivo (Rankinen y col., 2006).

Las caracteristicas asociadas con estos polimorfismos genéticos
incluyen: medidas del rendimiento cardiorrespiratorio, funciéon cardiaca,
fuerza muscular y respuesta al entrenamiento. Adicionalmente se han
descrito cinco genes asociados directamente con atletas de alto rendimiento
(Rankinen y col.,, 2004). La velocidad del descubrimiento de genes de
rendimiento parece acelerarse aun mas para los proximos afios, a medida que
se aplican técnicas moleculares y estadisticas mas sofisticadas para identificar
variaciones genéticas y nuevos genes candidatos sobre cohortes grandes y

bien definidas (Brutsaert y Parra., 2006).

1.6.1.- POLIMORFISMO T1470A DEL GEN PARA MCT1.

Para llegar a la descripcion de las variantes genéticas de este
transportador, debemos remontarnos al estudio de Fishbein, el cual, durante
el proceso diagndstico de un paciente que padecia dolor pectoral, realizd
varias pruebas, observando que el transporte de lactato de sus células rojas
era deficiente, y que el descenso del lactato muscular tras el ejercicio era mas
lento de lo normal. Concluyd que los sintomas eran debidos a una deficiencia
en el transporte de lactato (Fishbein, 1986a). Posteriormente este grupo de
trabajo, identific6 mas pacientes con sintomatologia similar, alguno de los
cuales sélo acusaba malestar tras la actividad fisica. Estos pacientes no
presentaban un retraso tan marcado en la eliminaciéon de lactato tras el

ejercicio como en el primer caso, y se les suponia la presencia de
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transportadores menos eficaces pero funcionales (Merezhinskaya y col.,

2000).

La secuenciacion del gen del MCT1 en estos sujetos posibilitd la
descripcién de tres variantes genéticas diferentes. Una de ellas, consistia en la
sustitucion de una adenina por una timina en la base 1470 (A1470T),
convirtiendo un acido glutdmico en un acido aspartico en la posicidon 490 de la
proteina (Glu490Asp). Dicha mutacién aparecié también en la mitad de los 79
donantes voluntarios sanos, por lo que fue considerada como un
polimorfismo, con una frecuencia alélica (0,30), muy cercana a lo esperado
por la ley de Hardy-Weinberg (Merezhinskaya y col., 2000). En este estudio,
no se atribuye un efecto significativo patoldgico asociado a la presencia de
este polimorfismo genético, a pesar de que en los sujetos portadores (en los
gue no se describid ninguna otra mutacién) se registré una velocidad de
transporte de lactato por debajo del 95% del intervalo de confianza. Los
investigadores atribuyeron este bajo transporte a que los sujetos se
consideraron variaciones dentro de la normalidad (Merezhinskaya y col.,
2000). Esta denominacién inicial del polimorfismo MCT1-A1470T, en la nueva
nomenclatura ha pasado a denominarse T1470A, aspecto que debe ser tenido
en cuenta a la hora de definir la variante “normal” y mutada en las diferentes

poblaciones caracterizadas.

Nuestro grupo ha contribuido a reconocer el papel que juegan estas
variantes polimérficas del transportador de lactato MCT1 en |las
concentraciones plasmaticas de lactato en sujetos sometidos a ejercicios
controlados de carga (Cupeiro y cols., 2010, 2012). Estas investigaciones
concluyen, que los sujetos portadores de la variante A del gen MCT1, tienen
un comportamiento diferente de lactato que los portadores de la variante T
en la posicion 1470 del gen. De acuerdo a nuestros resultados, los
transportadores MCT1 con el aminodcido acido glutamico (Glu) en la posicidn
490 son mas activos que los que tienen el residuo de acido aspartico (Asp) en
la misma posicién. En la misma linea concluye el estudio de Fedotovskaya y

colaboradores, donde después de un test incremental hasta el maximo en
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remoergdémetro, la concentracién media de lactato sanguineo fue diferente

en funcién del polimorfismo genético MCT1 (Fedotovskaya y col., 2013).

Resumiendo, con esta tesis doctoral se intentard ampliar el
conocimiento respecto al papel del MCT1 en el transporte de lactato. Para
ello, analizaremos el comportamiento del lactato durante la recuperacion
activa y pasiva, en sujetos caracterizados para las variantes genéticas de
MCT1, asumiendo que hay diferencias en la funcionalidad del transporte de
lactato entre la variante Ay T (Cupeiro y col., 2010; 2012; Fedotovskaya y col.,
2013). Con ello pretendemos demostrar la importancia del papel que juega el
transportador MCT1 durante la fase de maximo aclaramiento de lactato en la

recuperacion activa tras un ejercicio fisico de alta intensidad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El lactato producido durante un ejercicio anaerdbico lactico juega un
papel importante en el organismo, y su aclaramiento plasmatico es diferente
durante los procesos de recuperacidn activa y pasiva. En el presente trabajo
queremos analizar si durante el periodo de maxima velocidad de aclaramiento
de lactato en la recuperacion activa, la movilizacion del lactato estd
determinada por el transportador de monocarboxilatos MCT1. Para ello,
analizaremos si las variantes polimérficas de este transportador pueden
determinar diferencias durante las diferentes fases de la recuperacién activa,

pero no durante la recuperacion pasiva.

2.1.- HIPOTESIS.

Existen diferencias significativas en el periodo de maximo aclaramiento
de lactato durante la recuperacion activa, pero no en la recuperacion pasiva,

en funcién de la presencia del polimorfismo T1470A del gen de MCT1.

2.2.- OBJETIVOS.

Para aceptar o rechazar esta hipdtesis se plantean los siguientes

objetivos:
2.2.1.- OBJETIVO GENERAL.

Analizar los patrones de aclaramiento de lactato de sujetos con
diferentes isoformas del Transportador de Monocarboxilatos 1 (MCT1)
durante la realizacién de dos modalidades de recuperacion (activa y pasiva),

después de un esfuerzo de alta intensidad.
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2.2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Estudiar el patrén de aclaramiento del lactato en sangre capilar
durante la recuperacién activa, en un grupo de sujetos entrenados tras

realizar una prueba de campo de alta produccién de lactato.

2.- Analizar este mismo patron de aclaramiento durante |Ia
recuperacion pasiva, en un grupo de sujetos entrenados tras realizar una

prueba de campo de alta produccion de lactato.

3.- Comparar el aclaramiento de lactato en cada uno de los periodos
de las recuperaciones (activa y pasiva) entre los diferentes grupos genéticos

para el polimorfismo T1470A del MCT1.
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POBLACION Y METODOS

3.1.- POBLACION.

A partir de una muestra inicial de 24 sujetos, se selecciond un grupo
homogéneo de estudio que incluye 16 sujetos entrenados, con una media de
edad de 21,7 + 2,7 afios (rango 18 — 26 afios), una talla de 174,3 £+ 5,9 cm
(rango 167 — 186,7 cm), peso 70 kg + 6,3 kg (rango 61 — 83 Kg). Todos ellos
pertenecientes a un equipo de hockey hierba de alta competicién nacional
(Division de Honor Masculina), y sometidos al mismo programa de

entrenamiento fisico.

En todos los casos se obtuvo consentimiento informado de los
participantes en el que se informa sobre el caracter experimental del estudio
y el uso restringido de la informacién obtenida en el mismo, siguiendo las
directrices de la declaracion de Helsinki para la investigacién en humanos

(World Medical Association, 2004).

3.2.- PRUEBAS DE CAMPO.

Las pruebas de campo realizadas consistieron en dos carreras de 400
metros lisos alrededor de una pista de atletismo a maxima intensidad. Ambas
pruebas se realizaron en dos dias consecutivos con un periodo de descanso de
al menos 24 horas, y Unicamente se diferenciaron entre si por el tipo de
recuperacion empleada tras finalizar los 400 metros. De forma mas detallada,

el protocolo que se siguié en las pruebas fue el siguiente:

12, Realizacidon de un calentamiento que consistié en 10 minutos de
carrera continua suave (autorregulada) y 5 minutos de ejercicios de
estiramientos.

22, Carrera de 400 metros lisos a maxima intensidad.

39, Periodo de recuperacion:
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a. En la primera prueba se realizé una recuperacion activa de 40
minutos de carrera continua a una intensidad entre el 65 y el
75% de la frecuencia cardiaca maxima tedrica, calculada como
220-Edad (Fox y col., 1971).

b. En la segunda prueba la recuperacién fue pasiva, los sujetos

permanecieron sentados y en reposo durante 40 minutos.

En ambas pruebas se midieron los niveles de lactato en sangre capilar
extraida de la yema del dedo. Para ello se utilizé el analizador portatil
Accusport® vy las tiras de analisis BM-Lactato (Boehringer Mannheim,
Alemania), validado y aprobado para su uso en Medicina del Deporte (Bishop,
2001; Pinnington y Dawson, 2001). Antes de cada sesion de medicién se
calibré el analizador segun las instrucciones del fabricante. Ademas de la
muestra de reposo previa a la realizacion de los 400 metros, en ambas
pruebas se extrajo también sangre nada mas finalizar el esfuerzo (minuto 0), y
en los minutos 10, 20, 30 y 40 de las recuperaciones, tanto activa como
pasiva. Ademas, la frecuencia cardiaca de los sujetos fue registrada en todo

momento con un pulsémetro Polar Accurex Plus®.

Los sujetos fueron informados previamente para que no realizasen

ninguna actividad fisico-deportiva intensa durante las 24 horas previas al test.

3.3.- ESTUDIO GENETICO.

Las muestras de ADN se han almacenado de acuerdo a la normativa

sobre Biobancos RD 1716/2011 del 18 de noviembre de 2011.

Mediante venopuncién se obtuvieron 5 mililitros de sangre total en
EDTA, y se procedio a la extraccion de DNA utilizando el protocolo descrito

por Higuchi(1989).

El estudio del polimorfismo MCT1-T1470A (rs1049434) se realizd

mediante secuenciacidon enzimatica, siguiendo el protocolo descrito por
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Merezhinskaya y colaboradores con ligeras modificaciones (Merezhinskaya y

col., 2000).

Se procedié a amplificar un fragmento del exdon 5 del gen SLC16A1
mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
utilizando los siguientes oligonucledtidos: Upstream: 5° ACA CAT ACT GGG
CAT GT G GC 3’; Downstream: 5" AAA TCC CAT CAA TGA ACA ACT GGT ATG
ATT TCC AC 3. La amplificacion se realizé en un termociclador automatico
GeneAmp PCR System 2400° (Perkin Elmer, Applied Biosystems Division,
Foster City, California, Estados Unidos), segun el siguiente programa de
ciclado: un paso inicial de desnaturalizacion a 95 2C durante 5 min, a
continuacién 40 ciclos compuestos por 1 mina 952C, 1 mina 532y 1miny

30 seg a 72 2C, y una fase de extension final de 10 min a 722 C.

Al finalizar la PCR se realizd una electroforesis del producto obtenido
en un gel de agarosa al 1,5 % en TBE 1x (tampdn Tris-Borato-EDTA: 0.09 M
Tris-Borato, 0.002 M EDTA) con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) a 100 voltios
durante 30 minutos, visualizandose en un transiluminador de luz ultravioleta

para comprobar si se ha producido la amplificacidn correctamente.

El fragmento resultante de 350 pares de bases (bp) se purificd

mediante el kit “QIAquick PCR Purification” de QIAGEN (Hilden, Alemania).

Por ultimo se llevé a cabo la secuenciacién de la region estudiada
mediante una reaccion ciclica utilizando el kit “dRhodamine Terminador Cycle
Sequencing Ready Reaction” de Applied Biosystems (Foster City, Estados
Unidos). Los productos resultantes de esta reaccidon se precipitaron con
etanol/cloruro de magnesio, se resuspendieron en formamida desionizada y
se analizaron mediante electroforesis capilar, en un secuenciador automatico
ABI-PRISM 310 de Applied Biosystems (Foster City, Estados Unidos). Las
lecturas para los tres perfiles genéticos posibles se muestran en la figura

(Figura 7).
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Polimorfismo A1470T — Genotipo AT Polimorfismo A1470T - Genotipo AA

Figura 7. Secuencias de los tres genotipos posibles para el polimorfismo T1470A
(rs1049434). A. Genotipo TT; B. Genotipo TA; C. Genotipo AA

3.4.- ANALISIS DE LOS DATOS

3.4.1.- CALCULO DE LAS VARIABLES INDIRECTAS DE LACTATO

La medicion de las concentraciones de lactato se realizd cada 10
minutos con el fin de establecer fases en la curva de aclaramiento durante las
recuperaciones. Para cada una de estas fases se calculd el valor absoluto de
lactato aclarado (mM/L). Estos valores de lactato aclarado se calcularon
restando, al valor obtenido en cada muestra, el valor obtenido en la muestra
inmediata posterior. Todas ellas son reflejo de la velocidad de aclaramiento

de lactato, puesto que estdn referidas a intervalos de tiempo de 10 minutos:

e Ap10= Cantidad de lactato aclarado entre los minutos 0 y 10. Se
calculé restando el valor de lactato nada mds terminar la carrera
(minuto 0) menos el valor obtenido a los 10 minutos de
recuperacion.

e Ajo20= Lactato aclarado entre los minutos 10 y 20. Valor de lactato a
los 10 minutos menos el valor a los 20 minutos.

e Ayo30= Lactato aclarado entre los minutos 20 y 30, por tanto es el
valor registrado en la medicién de los 20 minutos menos el valor a

los 30 minutos.
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e Asp.a0= Lactato aclarado entre los minutos 30 y 40. Se obtuvo restando el

valor registrado a los 30 minutos menos el valor a los 40 minutos.

3.4.2.- PROCESAMIENTO DE LOS DATOS DE FRECUENCIA CARDIACA.

Para el andlisis de datos se considerd la moda como el estadistico
representativo de los valores de frecuencia cardiaca durante cada una de las
fases de las recuperaciones. Ademas, los valores de frecuencia cardiaca se
consideraron en todo momento como porcentaje de la frecuencia cardiaca

maxima tedrica, calculada segln la edad de cada participante.

3.4.3.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media * desviacién estandar.

Para comprobar si la distribucion genotipica de la muestra seguia el
equilibrio de Hardy-Weinberg se empled un test Chi-cuadrado. Para
determinar la distribucién de probabilidades se utilizé una test de Shapiro-
Wilk, ademds de comprobarse la asimetria y la curtosis. Una vez realizadas
estas pruebas se decidi® emplear estadistica no paramétrica dada Ia

distribucidn de las variables y el tamafio muestral.

Con el fin de comprobar que las dos pruebas de 400 m se realizaron al
mismo nivel de rendimiento y bajo condiciones similares, y que ademas sus
recuperaciones fueron diferentes entre si, se compararon los datos
registrados en ambas con un test de Wilcoxon. Las variables comparadas
fueron los tiempos empleados en completar los 400 m, los datos de
frecuencia cardiaca durante las pruebas y sus recuperaciones, y los niveles de

lactato en valores absolutos.

Por otro lado, se analizd la cinética del lactato a lo largo de las
recuperaciones, comparando todas las variables relacionadas con el lactato

(valores absolutos y cantidades aclaradas en los distintos periodos) de la
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recuperacion activa frente a la pasiva, y dentro de cada una de ellas,
comparando los diferentes momentos entre si. Para ello, se empled el ANOVA
de Friedman como analisis de medidas repetidas y el test de Wilcoxon como

post-hoc.

Por ultimo, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis con la U de Mann-
Whiteney como post-hoc, para comparar las siguientes variables entre los 3

genotipos (TT, TAy AA):
12: Variables descriptivas: Edad, tallay peso.

292: Pardmetros registrados durante las pruebas de 400 m, con el fin de
comprobar que el rendimiento en las mismas fue igual en los tres grupos:
tiempos empleados en completar los 400 m, datos de frecuencia cardiaca
durante las pruebas y sus recuperaciones, y los niveles de lactato antes e

inmediatamente después de las pruebas.

392: La cantidad de lactato aclarado en cada periodo (Ao-10, A10-20, A20-30,

As0-40) en valores absolutos.

En los casos en los que se requirid, el valor de significacion obtenido

con la U de Mann Whitney se ajusté segin el método de Bonferroni-Holm.
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RESULTADOQOS

La distribucion de los genotipos para el polimorfismo T1470A del gen
para MCT1 entre los 16 sujetos estudiados (TT, n= 4; TA, n= 6; AA, n= 6)
cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg (test de % = 0,907; p = 0,341). En
este grupo de estudio, la frecuencia alélica para la variante T de 0,44 y para la

variante A es 0,56.

El test de Kruskal-Wallis indicd que los grupos genéticos (TT, TA y AA)
no se diferenciaban entre si para ninguna variable descriptiva (edad, talla,

pesoy IMC) (Tabla 1).

Tabla 1. Variables descriptivas de cada uno de los grupos genéticos (TT, TA y AA)
(media £ DE)

Todos TT TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
Edad
21,69+ 2,73 21,50+ 4,04 20,83 +1,17 22,67 £3,01
(afios)
Talla
174,29 +5,93 | 173,50+3,70 | 175,45+ 8,23 | 173,67 £5,20
(cm)
Peso
70,00 £ 6,28 69,00 + 2,00 72,00 £9,92 68,67 + 3,12
(kg)
IMC
23,01 +£1,00 22,95+0,33 23,27 +1,47 22,80+0,81
(kg/cm?)

Las condiciones en las que se realizaron los dos test de campo fueron
similares no observandose diferencias significativas entre la prueba activa y la
pasiva para los parametros de tiempo de realizacion, frecuencia cardiaca,
lactato basal y lactato tras los 400 m (minuto 0). Tampoco hubo diferencias

segln genotipo para estas mismas variables (Tablas 2 y 3).
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Tabla 2. Valores obtenidos en el test previo a la recuperacion activa para los grupos
genéticos (TT, TA y AA) (media + DE)

Todos TT TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
Tiempo en la
prueba 65,32 +4,13 62,94 + 2,80 65,14 + 4,89 67,09 + 3,76
(s)
Pulsaciones
al finalizar el
L. 185,87+ 7,86 | 180,25+7,14 | 187,67 + 8,38 | 187,83+ 7,11
ejercicio
(ppm)
Lactato basal
1,39+0,37 1,75+0,42 1,30+0,17 1,23 +£0,37
(mM/L)
Lactato al
finalizar el
L 11,24 + 2,48 10,62 + 1,51 10,60+ 2,13 12,28 + 3,24
ejercicio
(mM/L)

Tabla 3. Valores obtenidos en el test previo a la recuperacion pasiva para los grupos
genéticos (TT, TA y AA) (media + DE)

Todos TT TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
Tiempo en la
prueba 65,22 + 4,05 64,13 +1,72 65,13 +4,79 66,03 +4,76
(s)
Pulsaciones
al finalizar el
. 183,71+ 7,67 | 181,00+ 7,83 | 185,00+ 8,94 | 184,60 + 7,40
ejercicio
(ppm)
Lactato basal
1,39+0,30 1,65 +0,30 1,32+0,17 1,28 £+ 0,34
(mM/L)
Lactato al
finalizar el
. 10,97 £ 2,16 10,77 £ 2,33 11,50+ 2,43 10,58 + 2,07
ejercicio
(mM/L)
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El analisis estadistico del porcentaje de frecuencia cardiaca mdaxima
tedrica durante la recuperacidn activa no mostroé diferencias entre los sujetos
a lo largo del periodo completo de recuperacion. Sin embargo, al estudiar los
distintos intervalos se observd una tendencia a la significacion en el ultimo
periodo: entre el minuto 30 y 40, que se mantuvo al analizar dicho datos en
funcion del grupo genético, siendo los valores de porcentaje de frecuencia
cardiaca menores en el grupo AA en comparaciéon con el grupo TT (p=0,07)
(Grafica 1).

Grdfica 1: Valores medios del porcentaje de Frecuencia cardiaca tedrica mdxima

durante los distintos intervalos de la recuperacion activa distribuidos por grupos
genéticos.
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* Tendencia a la significacion entre genotipos TT y AA en el intervalo comprendido entre los minutos 30
y 40 de la recuperacion activa (p=0,07)

Por otro lado, el andlisis estadistico del porcentaje de frecuencia
cardiaca maxima tedrica durante la recuperacion pasiva no mostroé diferencias
entre los sujetos a lo largo de los intervalos, ni en funcién de los grupos

genéticos (Grafica 2).
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Grdfica 2: Valores medios del porcentaje de Frecuencia cardiaca tedrica mdxima
durante los distintos intervalos de la recuperacion pasiva distribuidos por grupos
genéticos.
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A pesar de no existir diferencias estadisticamente significativas en el
analisis de la frecuencia cardiaca, se observa un comportamiento diferente
entre los sujetos de cada grupo definido segun el genotipo de MCT1-T1470A.
A pesar de que la recuperacién activa se realiza con una frecuencia cardiaca
controlada entre un 65 y un 75% de la frecuencia cardiaca maxima tedrica,
durante todo el proceso de recuperacion activa la frecuencia cardiaca es
mayor en los sujetos TT, mientras que durante la recuperacidon pasiva es

mayor en los sujetos AA.
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4.1.- CINETICA DEL LACTATO CAPILAR DURANTE LAS
RECUPERACIONES ACTIVAY PASIVA

En la grafica 3 se muestran las concentraciones de lactato capilar

obtenidas en cada punto de medicién a lo largo de los dos test de campo.

Grdfica 3: Concentraciones medias de lactato a lo largo de las pruebas con
recuperacion activa y pasiva
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* Diferencias significativas (p<0,005) entre los valores de lactado medidos en activa y pasiva en las
distintas medidas realizadas

La prueba de Friedman indicé la existencia de diferencias entre la
recuperacion activa y la recuperacidon pasiva (p<0,001). Con el test de
Wilcoxon observamos que estas diferencias se dieron entre todas las
concentraciones de lactato medidas en la prueba activa frente a las medidas
en pasiva (p<0,005), salvo en la toma basal y la toma nada mas terminar los
400 m (minuto 0). Ademas, observamos que el lactato disminuyd
significativamente a lo largo de toda la recuperacién activa (p<0,016),
llegando a valores basales al finalizar la misma en el minuto 40 (Grafica 3). Sin

embargo, en la recuperacion pasiva las concentraciones de lactato se
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mantienen elevadas hasta el minuto 10, disminuyendo significativamente en
las siguientes tomas (p<0,002) pero sin llegar a niveles basales al final de la

recuperacion (p<0,001).

En la grafica 4 se representan los valores de lactato aclarado durante

los distintos periodos de ambas recuperaciones (activa y pasiva).

Grdfica 4: Cantidad de lactato aclarado durante cada periodo de las recuperaciones
activas y pasivas
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* Diferencias significativas (p<0,007) entre la cantidad de lactado aclarada en activa y pasiva en los
distintos periodos.

El andlisis estadistico mostré que la cantidad de lactato aclarada en los
periodos de la recuperaciéon activa fue mayor en comparacién con los
periodos de la recuperacion pasiva (p<0,007) excepto entre los minutos 20 y
30. Los resultados indican que, dentro de la recuperacién activa, la cantidad
de lactato aclarado es diferente en todos los periodos de la recuperacion,
excepto entre Ao-10Y A20-30, Y entre Ao-10 Y Azo-a0 (Grafica 3). Como se comentd
anteriormente, durante los primeros 10 minutos de la recuperacién pasiva los
niveles de lactato no varian significativamente, por lo que este periodo se
diferencia con el resto de periodos cuando los comparamos en funcién de la
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cantidad de lactato aclarado (p<0,003). Sin embargo, a partir del minuto 10 en
esta recuperacidon observamos una velocidad de aclaramiento constante, ya
que no existen diferencias en la cantidad de lactato aclarado entre los tres

ultimos periodos (A10-20, A20-30, Y A30-40).

Cuando calculamos el porcentaje de lactato aclarado en cada uno de
los distintos intervalos de las recuperaciones, observamos que el mayor
porcentaje se aclara en el periodo entre los minutos 10 y 20 de la
recuperacion activa, alcanzando alrededor del 50% del lactato madaximo

acumulado después del esfuerzo maximo (tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de lactato aclarado en cada uno de los intervalos durante ambas
recuperaciones

0-10 min.

10-20 min.

20-30 min.

30-40 min.

Recuperacion
Activa

12,36 £ 19,82

48,84 + 10,35

16,83 £ 10,51

3,51+3,81

Recuperacion -10,65 +
. 21,33+11,28 | 22,60+ 18,79 | 13,61+ 11,94

Pasiva 22,98
4.2.- PATRON DE ACLARAMIENTO DE LACTATO SEGUN

GENOTIPOS.

La prueba de Kruskal-Wallis realizada para comparar la cantidad de
lactato aclarada por periodos durante la recuperacion activa, Unicamente
mostré diferencias significativas entre grupos genéticos para el periodo entre
el minuto 10 y el 20 (p=0,03). El test de Mann-Whitney posterior indicd que
estas diferencias correspondian a la comparacion entre los genotipos TT y AA

(p=0,018) (Grafica 5).

Con respecto a la recuperacion pasiva el lactato aclarado en cada uno
de los periodos fue similar entre todos los grupos genéticos, sin encontrarse

diferencias significativas (Grafica 6).
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Grdfica 5: Diferencias en la cantidad de lactato aclarado entre los distintos genotipos
para el MCT1 durante los intervalos en la recuperacion activa.
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* Diferencia significativa (p=0,018) entre la cantidad de lactado aclarada en activa entre los genotipos TT
y AA.

Grdfica 6: Diferencias en la cantidad de lactato aclarado entre los distintos genotipos
para el MCT1 durante los intervalos en la recuperacion pasiva.
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Cuando calculamos el porcentaje de lactato aclarado en funcién del

genotipo de MCT1 en cada uno de los distintos intervalos de las
recuperaciones, observamos que los sujetos con genotipo AA aclaran el mayor
porcentaje de lactato entre los minutos 10 y 20 de la recuperacién activa.
Mientras que en la recuperacion pasiva son los sujetos TT los que aclaran mas

porcentaje de lactato en dicho periodo (tabla 5y 6).

Tabla 5.- Porcentaje de lactato aclarado en funcion del genotipo en cada uno de los

intervalos durante la recuperacion activa.

0-10 min. 10-20 min. 20-30 min. 30-40 min.
TT 16,62 + 27,34 | 40,06+ 3,94 | 19,59+ 12,53 3,11+ 2,80
TA 8,33+21,38 51,73+8,66 | 17,46 + 10,96 5,15+ 3,71
AA 13,57 +16,94 | 51,79+ 13,85 | 14,35+ 11,15 2,13 +4,87

Tabla 6.- Porcentaje de lactato aclarado en funcion del genotipo en cada uno de los

intervalos durante la recuperacion pasiva.

0-10 min. 10-20 min. 20-30 min. 30-40 min.
-12,43 +
TT 26,74+ 7,47 15,58 + 3,98 17,34+ 5,35
21,45
TA -7,48 + 26,66 | 17,05+ 14,35 | 32,28 + 20,28 | 7,68 + 14,33
-12,64
AA 2337 22,01+10,92 | 17,59+5,07 17,06 + 9,32
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DISCUSION

Este estudio es el primer trabajo que analiza el papel del transportador
MCT1 durante diferentes tipos de recuperacion tras un ejercicio fisico de alta
intensidad. Los resultados del mismo ponen de manifiesto que la mayor
actividad del MCT1 se da entre los minutos 10 y 20 de la recuperacion activa.
Estudios previos de nuestro grupo mostraron cémo la presencia del
polimorfismo del MCT1 establecia un transporte diferente de lactato desde
las células musculares al torrente sanguineo (Cupeiro y col., 2010; 2012). Esta
diferencia de funcionalidad del MCT1 segun el genotipo, nos ha permitido
analizar su implicacion en el transporte de lactato tanto en diferentes
recuperaciones, activa y pasiva, como en los distintos periodos de dichas

recuperaciones.

Segun los datos disponibles hasta el momento, se supone que la salida
de lactato desde los musculos productores hacia el torrente sanguineo se
lleva a cabo fundamentalmente gracias a los MCT4, debido a su mayor
presencia en las fibras glucoliticas (Pilegaard, Terzis y col., 1999; Fishbein y
col., 2002; Wilson y col., 1998). Por otro lado, se presume que el
transportador MCT1 jugaria un papel mas importante en la entrada de lactato
en los musculos, ya que es mas abundante en fibras oxidativas, y por ello
supuestamente mas especializado en introducir el lactato en la célula
(McCullagh y col., 1996). Basandonos en estas premisas, nuestro trabajo
analiza las posibles diferencias en la velocidad de aclaramiento plasmatico de
lactato durante un proceso de recuperacién activa, en la que el lactato se
utilizaria como sustrato energético con la participacién del transportador
MCT1, y durante un proceso de recuperacion pasiva, en la que la actividad
muscular es escasa con un menor flujo sanguineo y un menor consumo de

lactato por parte de los musculos.

En trabajos previos de nuestro grupo hemos demostrado que el
polimorfismo T1470A del gen para MCT1 (rs1049434) determina en parte la

cantidad de lactato presente en el torrente circulatorio durante sesiones de
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circuitos de fuerza (Cupeiro y col.,, 2010; 2012). Los resultados de estos
estudios indican que en los sujetos varones TT, el transporte de lactato a
través del sarcolema parece ser menos eficiente que en los varones AA y TA
(Cupeiro y col., 2010; 2012). Este hecho ha sido corroborado también por
estudios posteriores (Fedotovskaya y col., 2013). Nuestro trabajo utiliza esas
diferencias de funcionalidad del MCT1, para estudiar el papel que juega dicho
trasportador durante la recuperacion, tanto activa como pasiva, tras un

ejercicio de alta intensidad.

Por otra parte, los resultados de esta investigacion se han obtenido a
partir de una poblacion muy homogénea. Los sujetos estudiados tienen una
historia deportiva similar, pertenecen a un mismo equipo deportivo de alta
competicion, y durante varios afios han seguido un mismo protocolo de
entrenamiento, tanto en volumen como en intensidad, lo que permite
eliminar muchos factores de confusién. El disefio del estudio y la ausencia de
diferencias en las variables antropométricas (edad, talla, peso e indice de
masa corporal), fisiolégicas (frecuencia cardiaca y lactato) y de rendimiento
(tiempos en las dos pruebas de 400 metros) garantizan la comparacién entre
sujetos y entre ambas pruebas, lo que posibilita obtener datos objetivos

atribuibles en gran medida a las diferentes isoformas de MCT1.

La actividad fisica elegida para generar gran cantidad de lactato
plasmatico correspondio a la realizacién de una carrera de 400 metros lisos a
maxima intensidad, en la que los participantes de nuestro estudio emplearon
entre 64 y 66 segundos para completar la prueba. Este disefio es muy similar
al de estudios previos que analizaron la cinética del lactato tras esfuerzos muy

intensos (Thomas y col., 2004; 2005; Parouty y col., 2010).

De acuerdo a estas premisas, nuestro estudio analiza el papel del
MCT1 en la movilizacion de lactato desde el plasma al musculo durante el
proceso de recuperacién tras un ejercicio de alta intensidad. El disefio de

nuestro trabajo evita posibles factores de confusion derivados de las
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diferencias en la produccidon y acumulo de lactato en plasma permitiendo

iniciar el proceso de recuperacion de manera homogénea.

Al comparar las curvas de lactato de ambas recuperaciones (activa y
pasiva), nuestros resultados muestran que la recuperacién activa es mas
eficiente que la pasiva para aclarar el lactato acumulado después del ejercicio
de alta intensidad. Por tanto, nuestras observaciones refuerzan
investigaciones previas, donde se comparaba la recuperacion activa y pasiva, y
gue establecieron que la recuperacién activa era el medio mas eficaz para el
aclaramiento del lactato (Gisolfi y col., 1966; Hermansen y Stensvold, 1972;
Belcastro y Bonen, 1975; Stamford y col., 1981; Dodd y col., 1984; Peters y
col., 1987; Bangsbo y col., 1994; Monedero y Donne, 2000; Franchini y col.,
2003; McAinch y col., 2004; Siegler y col., 2006; Greenwood y col., 2008;
Menzies y col., 2010).

Durante la recuperacién activa existen diferencias significativas entre
los valores absolutos de lactato en todas las tomas de medicién, aclarandose
lactato hasta los 40 minutos de la recuperacién en que se alcanzan niveles
equivalentes al lactato inicial. Martin y col. (1998) obtiene resultados
similares, encontrando diferencias significativas en los valores absolutos de
lactato durante la recuperacion activa. Por otro lado, cuando analizamos la
recuperacion pasiva, observamos diferencias significativas en el aclaramiento
del lactato a partir del minuto 10 y se mantiene durante todo el periodo
observado (40 minutos). La falta de significacion en las cantidades de lactato
durante las primeras etapas de la recuperacion pasiva puede atribuirse a que
hasta el minuto 10 de iniciada la recuperacion los cambios en los niveles de
lactato dependen de multiples factores bioquimicos, de adaptacién
cardiovascular y de salida del lactato desde el musculo al torrente circulatorio
(Oyono-Enguelle y col., 1990), es decir, el lactato tiene un comportamiento
variable. A partir de ese periodo es cuando el lactato plasmatico se encuentra
en equilibrio con el lactato de los musculos que han participado en el ejercicio
(Gollnick y col., 1973). Nuestros resultados muestran esta circunstancia, sobre

todo en la recuperacion pasiva, en donde algunos sujetos acumulan, otros
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mantienen y otros disminuyen el lactato durante los primeros diez minutos, y
a partir de ese momento, se observa un aclaramiento de lactato mas
homogéneo. Estos datos coinciden con la interpretacion de los resultados en
estudios previos (Thomas y col., 2004; 2005). Finalmente cuando comparamos
los datos absolutos en ambas recuperaciones existen diferencias significativas
en todas las tomas de lactato, excepto en el inicio de la recuperacién (a los 0
minutos). Este resultado nos confirma que el esfuerzo realizado en ambas
pruebas por los sujetos estudiados fue similar y las diferencias encontradas en

el resto de las tomas de lactato se deben al tipo de recuperacion realizada.

Por otro lado, nuestros resultados muestran cémo el tipo de
recuperacion, activa o pasiva, influye en el momento en el cual los sujetos
alcanzan el pico maximo de lactato. Realizando una recuperacion activa, el
75% de los sujetos alcanzan el pico maximo de lactato en la medicién
realizada nada mas finalizar el ejercicio. Cuando estos mismos sujetos realizan
una recuperacion pasiva, sélo el 30% de ellos alcanzan su pico maximo de
lactato en dicha medicidon, mientras que el 70% lo alcanzan a los 10 minutos
de iniciada la recuperacion. El anadlisis de investigaciones previas muestra
coincidencia con nuestros resultados, observdndose, durante la recuperacion
pasiva, un aumento en los valores absolutos de lactato en los primeros
minutos de iniciado el periodo de recuperacion (Martin y col., 1998; Baker y
col., 1991; Thomas y col., 2004; 2005). Suponemos que estas diferencias entre
ambos tipos de recuperacion se deban al inicio del aclaramiento de lactato en
la activa, y estan condicionadas entre otros factores, por el transporte del
MCT1, facilitando la entrada del lactato al sarcoplasma y aclarandolo
mediante oxidacién. No obstante, aunque el papel del MCT1 tenga influencia
en todo el proceso de recuperacion activa, consideramos que las posibles
diferencias en la eficacia de MCT1 pueden ser mas determinantes a partir de
los 10 minutos, momento del equilibrio entre el lactato muscular y sanguineo

(Gollnick y col., 1973).

Por otro lado, la mayor cantidad de lactato aclarado en los distintos

intervalos de la recuperacidon activa se da entre los minutos 10 y 20 de la
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misma, aclarandose alrededor del 50% de todo el lactato acumulado durante
el ejercicio. Este resultado es similar al que se obtiene en otros estudios que
demuestran que el mayor porcentaje de lactato aclarado se produce en este
periodo (Baker y col., 1991; Micklewright y col., 2006). Analizando la cantidad
de lactato aclarado en los dos primeros intervalos de iniciado el proceso de
recuperacion activa, observamos que los sujetos han aclarado mas de un 60%
del valor de lactato maximo registrado tras el ejercicio. Nuestros datos
también son concordante con estudios previos donde se demuestra que la
mayor parte del lactato se aclara en los primeros veinte minutos (Baldari y
col., 2004; 2005). Durante este periodo de la recuperacion activa (entre el
minuto 0 y el minuto 20), el principal destino del lactato que se aclara es la

oxidacién por parte de las fibras musculares que participan en ese proceso.

A partir del minuto 20 de recuperacién, ademds de la oxidacion
muscular cobrarian importancia otros procesos como la gluconeogénesis, y
otros drganos, como el miocardio, el higado o los rifiones (Gladden, 2000,
2004). En nuestro estudio, encontramos diferencias significativas en el lactato
aclarado entre los dos ultimos periodos (entre el minuto 20 y el 40), siendo las
cantidades aclaradas sensiblemente inferiores, solamente el 20% del lactato

maximo.

En cambio, en la recuperacion pasiva, solo se encuentran diferencias
en la cantidad de lactato aclarado durante el intervalos 0-10 con el resto de
los periodos, ya que durante dicho intervalo se produjo un aumento del
lactato plasmatico. Sin embargo, en el resto de los periodos la cantidad de
lactato aclarado es similar. Por otro lado, el lactato aclarado al final de los 20
minutos de esta recuperacién alcanzé uUnicamente el 21,3%. Similares
resultados obtuvieron Micklewright y col. (2006), donde el 23,4% de lactato se

habia aclarado a los 20 minutos de la recuperacion pasiva.

Finalmente cuando comparamos la cantidad de lactato aclarado en
ambas recuperaciones observamos que existen diferencias significativas en

todos los intervalos, excepto en el periodo 20-30. Esta circunstancia se debe a
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que durante la recuperacion activa, la mayor cantidad de lactato aclarado en
los intervalos previos provoca que durante este intervalo se hayan alcanzado
valores de lactato cercanos a los obtenidos al inicio de la prueba. De tal
manera, que al finalizar la recuperacién activa, se ha aclarado el 82% del
lactato maximo acumulado tras la prueba, mientras que en la recuperacién

pasiva solo se aclaro el 58%.

Uno de los factores que puede influir en la tasa de aclaramiento de
lactato, es la intensidad del ejercicio durante la recuperacién activa (Bonen y
col., 1979). En estudios previos se emplean diferentes parametros fisiolégicos
para establecer la intensidad optima de la recuperacidon activa en el
aclaramiento del lactato plasmdatico después del ejercicio intenso (Hermansen
y Stensvold, 1972; Bonen y Belcastro 1976; Boileau y col., 1983; Dodd y col.,
1984; Baldari y col.,, 2004; Baldari y 2005; Menzies y col., 2010). Varias
investigaciones recomiendan utilizar entre el 25-63% del consumo maximo de
oxigeno como la intensidad O&ptima para el aclaramiento del lactato
plasmatico (Hermansen y Stensvold, 1972; Bonen y Belcastro 1976; Boileau y
col., 1983). Desde el punto de vista fisiologico, existe una correlacién entre el
consumo maximo de oxigeno y el porcentaje de frecuencia cardiaca maxima
(Keytel y col., 2005; Cunha y col., 2010), por lo que podriamos definir los
intervalos de frecuencia cardiaca mdaxima que equivalen a dicho rango de
consumo maximo de oxigeno. Keytel y col., establecen que el 35% del
consumo maximo de oxigeno equivale al 57% de la frecuencia cardiaca
maxima, y un 62% del consumo maximo de oxigeno se relaciona con un 77%
de la frecuencia cardiaca maxima. De acuerdo con esta correlacién, en
nuestro estudio todos los sujetos emplearon una intensidad de recuperacién
activa entre el 66 y 74% de la frecuencia cardiaca maxima, encontrandose en

el rango del consumo maximo de oxigeno recomendado.

Analizando el aclaramiento neto de lactato en cada uno de los
intervalos de 10 minutos de las recuperaciones, vemos cémo durante la
recuperacion activa la cantidad de lactato aclarado por los sujetos AA es

significativamente mayor que la que aclara el grupo TT.
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Desde los trabajos de McCullagh y colaboradores se conoce el
protagonismo que tiene el MCT1 en el transporte de lactato (McCullagh y col.,
1996). Los datos de nuestro estudio afaden que el papel de este
transportador cobra mds importancia durante un periodo concreto de una
recuperacion activa, siendo el transporte mayor en los portadores del alelo A.
Esta isoforma es la que trabajos previos definieron como la relacionada con
una mayor actividad del transportador (Cupeiro y col., 2010; 2012;
Fedotovskaya y col., 2013). Los resultados obtenidos sugieren que el MCT1
juega un papel determinante en el aclaramiento de lactato por parte del
musculo, durante los minutos 10 y 20 de una recuperacion activa. No parece
gue en otros periodos de la recuperacion activa, ni durante la recuperacion
pasiva, el transportador de MCT1 tenga un papel determinante, o al menos no

estaria influido por la variante polimorfica.

En todos los genotipos (TT, TA y AA), el porcentaje de aclaramiento a
los 20 minutos supera el 56% durante la recuperacién activa (TT 57%, TA 60%
y AA 65%), mientras que durante la recuperacidon pasiva el porcentaje de
lactato neto aclarado es menor, sin superar en ninguno de los grupos el 28%
(TT 27%, TA 17%, AA 22%). Lo mismo sucede a los 40 minutos, superando el
79% durante la recuperacion activa (TT 80%, TA 83%, AA 82%) vy sin alcanzar el
61% durante la recuperacién pasiva (TT 60%, TA 57%, AA 57%). Con este
analisis podemos sugerir que, a pesar de la menor funcién atribuida a MCT1
en los sujetos TT, este transportador sigue siendo importante en Ia
movilizacién de lactato. No suponemos que los sujetos TT hubiesen
desarrollado otros mecanismos de compensacion para llevar a cabo este

transporte de lactato.

Analizando el comportamiento de la frecuencia cardiaca de los
participantes en el estudio, se aprecia un comportamiento diferente en el
porcentaje de frecuencia cardiaca maxima tedrica durante la recuperacién
activa entre los sujetos del grupo AA y los sujetos del grupo TT. Observamos
que los porcentajes de frecuencia cardiaca son menores en los sujetos AA que

en los sujetos TT en todos los intervalos de la recuperacidn, existiendo una
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tendencia a la significacién en el intervalo entre los minutos 30 y 40. Esto se
puede deber al uso del lactato como sustrato energético por parte del
miocardio, siendo el corazén de los sujetos AA mas eficiente durante el
proceso de recuperacion activa. En cambio, durante la recuperacion pasiva, el
comportamiento se invierte siendo los valores del porcentaje de la frecuencia
cardiaca en los sujetos TT menores que en los sujetos AA. Aunque se
requieren estudios que expliquen esta circunstancia, suponemos que es
debido a que los sujetos TT pudieran tener una mayor masa miocardica que
justifique una mayor fraccién de eyeccion y por tanto presentan una menor

frecuencia cardiaca para un mismo gasto cardiaco.

Aunque con nuestros resultados no podemos asociar un efecto al alelo
T, estudios recientes indican una mayor prevalencia del alelo T en deportistas
de velocidad/potencia respecto a deportistas de resistencia y voluntarios
sedentarios (Fedotowskaya y col., 2013; Sawczuk y col., 2014). Ademas, se ha
observado que altos niveles de lactato pueden inducir la expresion de genes
asociados con la hipertrofia muscular (Madarame y col., 2010). Tomando
estos datos en conjunto, y la interpretacion de la menor frecuencia cardiaca
en los sujetos TT durante la recuperacion pasiva de nuestros resultados, se
podria sugerir que los sujetos con la variante T podrian tener potenciados
tanto la sintesis de glucogeno intramuscular como el efecto tréfico del lactato
intracelular. Estos sujetos podrian tener mayor rendimiento en actividades de
potencia, explosivas o que requiriesen una activacion de grupos musculares
de forma analitica. Por lo tanto, la variante T no tendria por qué suponer una

desventaja, tal y como sugerian estudios previos (Cupeiro 2010, 2012).

Asi pues, vemos que la presencia de uno u otro alelo del polimorfismo
T1470A del MCT1 pudieran conllevar ventajas diferentes a la hora de realizar
ejercicios fisicos. De esta forma, y con los datos disponibles hasta el
momento, la presencia de una u otra variante podria determinar en parte el
rendimiento de un deportista, condicionado también por otros factores como
su historial de entrenamiento deportivo, su alimentacidn, el tipo de fibras

musculares que posee, etc.
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En las investigaciones donde se ha estudiado la prevalencia de este
polimorfismo en la poblacién general, se ha observado un alta presencia del
alelo A con una frecuencia alélica entre el 60-70%, y de la variante T entre el
30-40% (Merezhinskaya, 2000; Lean, 2009; Fedotovskaya y col.,, 2013;
Sawczuk, 2014). Sin embargo, en estudios realizados en poblacién deportistas,
las frecuencias alélicas para ambas variantes se distribuyen de forma mas
equilibrada 50-55% del alelo A y el 45-50% del alelo T (Cupeiro y col., 2010;
2012; Sawczuk, 2014). Los resultados de nuestro estudio son similares a los
realizados en estos ultimos trabajos. Presumiblemente lo que condiciona que
en unas poblaciones se haya seleccionado la presencia de una u otra forma
polimdrfica es el tipo de actividad fisica y el rendimiento que precise.
Probablemente, en aquellas poblaciones, en las que sea relevante una alta
utilizacion de lactato como sustrato energético existira una presién positiva
que favorece la presencia de la variante A. En cambio, en aquellas
poblaciones, en las que el tipo de actividad fisica o bien sea menos
demandante desde el punto de vista energético, o bien implique la utilizacion
de grupos musculares especificos, existiria un mayor beneficio asociado a un
menor reparto del lactato producido, seleccionandose de forma preferente
los sujetos portadores de la variante T. Respecto a la distribucién de las
variantes alélicas es interesante destacar la variabilidad que se describe en
funcién del tipo de actividad de la poblacion deportista estudiada

(Fedotovskayay col., 2013)

Por otro lado, queremos sefialar que en este estudio se analiza el
comportamiento en funcién de la variante polimérfica del transportador
MCT1, y no se han controlado variables como la expresion de dicho gen o el
tipo de fibra muscular, por lo que no podemos concluir que el efecto del
polimorfismo sea directamente sobre la eficiencia del transportador. Desde
un punto de vista bioldgico con este estudio podemos establecer de forma
concordante con otros estudios, que el polimorfismo MCT1-T1470A
condiciona o esta claramente asociado con diferencias funcionales en Ia

actividad del transportador (Cupeiro y col., 2010; 2012; Fedotovskaya y col.,
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2013). Como hemos comentado, desconocemos si esta variacion funcional
asociada al polimorfismo tiene un efecto sobre la calidad y cantidad de la
proteina transportadora. En cualquier caso, nuestros resultados sugieren que
los sujetos con genotipo AA movilizan una cantidad neta de lactato
significativamente superior a los sujetos con genotipo TT en un periodo

concreto de una recuperacién activa.

De forma muy general, y teniendo en cuenta todos los resultados
referentes al MCT1 y el polimorfismo descrito aqui, los sujetos podrian ser
caracterizados como “buenos aclaradores” / “buenos utilizadores” de lactato,
o “malos aclaradores” / “malos utilizadores” de lactato. Dicho de otro modo,
sujetos con alta capacidad de aclaramiento o alta disponibilidad energética
dependiente del lactato, y sujetos con baja capacidad de aclaramiento o baja
disponibilidad energética dependiente del lactato. Esta circunstancia, junto
con el analisis de otros factores (nivel de entrenamiento, sexo, historial
deportivo, etc.) nos permitiria reconocer a los sujetos y poder dar indicaciones
mas individualizadas y especificas a su programa de entrenamiento. Es por
ello que, a la hora de tomar decisiones derivadas de la determinacién aislada
del lactato circulante como indicador de intensidad o esfuerzo realizado, se
deberian tener también en cuenta factores ligados a la eficiencia de su

transporte.

Aunque son muchos los factores que pueden intervenir en el
aclaramiento plasmatico y muscular del lactato, nuestro trabajo demuestra
que el transportador de monocarboxilatos 1 (MCT1) es critico durante el
periodo de recuperacion activa en el que se aclara mas lactato y a mayor
velocidad (del minuto 10 al 20 de la recuperacién). Pequefias variaciones
funcionales de MCT1 relacionadas con la presencia del polimorfismo T1470A,
condicionan cambios significativos en su capacidad de transporte. Estos
resultados tienen una potencial aplicacion en el disefio de programas de
entrenamiento, al igual que en la orientacion deportiva de actividades

dependientes de la capacidad de movilizacién del lactato.
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Desde un punto de vista practico, el andlisis genético para este SNP
podria tener las siguientes implicaciones en la planificacién de los programas

entrenamiento y competicion:

1.- Disponibilidad energética. Durante la actividad fisica, la utilizacion
del lactato como sustrato energético por parte del musculo, ahorraria
glucdégeno durante la propia actividad. Este glucdégeno se reservaria
por tanto para momentos mas decisivos e intensos dentro de la
competicion (Miller y col., 2002a; Miller y col., 2002b). Segun la
bibliografia, asi como nuestros propios resultados, esta situacion es la
gue tendrian los sujetos portadores de la variante A. La oxidacion del
lactato como fuente de energia proporcionaria un apoyo a la oxidacién
de carbohidratos en actividades con intensidades menores al VO,

maximo, como una maraton (Brooks, 2007).

2.- Acidosis metabdlica. Puesto que el transporte de lactato a través de
los MCTs va unido al transporte de protones en una relacion 1:1 (Juel y
Halestrap, 1999), los resultados del presente trabajo también pueden
tener implicaciones sobre la denominada acidosis metabdlica. Desde
este punto de vista, eliminar el lactato y los protones del torrente
sanguineo con una recuperacién activa podria ser determinante en
actividades deportivas donde se realizan varias competiciones en una
misma mafiana o un mismo dia, si el periodo de tiempo entre ambas
es pequefio (atletismo, natacién, judo, etc.). Ademds, un mayor
transporte de lactato por parte de los MCT1 implicaria una mayor
eliminacion de los protones del torrente sanguineo. Esto permitiria
una mayor difusidon de protones desde los miocitos activos hacia la
sangre, puesto que su transporte esta determinado por gradiente de

concentracién (Juel y Halestrap, 1999).
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LIMITACIONES

Tras el andlisis y la discusién de los resultados, podemos tener una
vision critica del trabajo, de la cual se desprenden las principales limitaciones,

gue enunciamos a continuacién:

1.- Derivados del tamafio muestral. El grupo inicial de sujetos
reclutados era de 24 jugadores, descartdndose 8 sujetos que no
cumplian los criterios basicos de control ni de rendimiento durante los
entrenamientos. Los 16 sujetos incluidos en este estudio han sido
jugadores de alto rendimiento, con un programa de entrenamiento
homogéneo y excelente cumplimiento de los objetivos planteados en
los protocolos de entrenamiento. Se ha buscado la mdxima
homogeneidad entre los sujetos participantes en el estudio con el fin
de minimizar el efecto del entrenamiento sobre la produccion y
aclaramiento de lactato. Los 16 jugadores incluidos en el estudio han
sido constantes y controlados, tienen un rendimiento deportivo similar

durante los entrenamientos.

2.- Derivados de la toma de lactato. La determinacidon de lactato
mediante un aparato portatil y tiras reactivas puede estar sometida a
variaciones derivadas de la técnica. Dado que el estudio no se ha
realizado en un laboratorio, sino que es un trabajo de campo, es
obligado utilizar este tipo de técnicas. No obstante, el hecho de que
todas las determinaciones la realizase la misma persona, en las mismas
condiciones y con el mismo equipo de uso exclusivo para este estudio,
minimiza este tipo de errores. Las determinaciones obtenidas para
cada sujeto son multiples y secuenciales, lo cual permite establecer un
control de calidad. Los resultados que hemos obtenido son
equivalentes a otros estudios de laboratorio y/o de campo e incluso

mas consistentes.

3.- Derivados de la intensidad de actividad durante la recuperacion

activa. No se pueden extraer conclusiones definitivas sobre la relacion
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que pudiera existir entre la frecuencia cardiaca registrada y la
intensidad de la recuperacién durante la recuperacion activa. En el
disefo del estudio optamos por utilizar el porcentaje de la frecuencia
cardiaca maxima tedrica. Tratandose de sujetos entrenados, la
frecuencia cardiaca maxima sobre la que se hace el calculo puede no
corresponderse con la frecuencia cardiaca maxima real de algunos

sujetos.

4.- Derivados de la estimacion de la actividad proteica de MCT1 en
funcion del polimorfismo genético. Aun no se dispone de una proteina
cristalizada ni se han realizado estudios de mutagénesis dirigida que
permitan definir de forma absoluta el papel del polimorfismo en Ila
actividad de MCT1. Las conclusiones que extraemos de nuestro estudio
y que atribuyen un papel funcional al polimorfismo genético T1470A,
se basan en estudios previos. Por tanto, como no se dispone de
estudios funcionales, no podemos descartar que realmente el papel
asignado al polimorfismo se deba a una asociacién indirecta basada en
un ligamiento en desequilibrio. Sin embargo, de acuerdo a los
resultados de nuestro estudio, no existe ninguna duda, de que la
caracterizacion para este polimorfismo genético permite identificar
dos poblaciones de sujetos con un diferente comportamiento del
lactato durante la recuperacidn. Por tanto, este polimorfismo de MCT1
puede estar relacionado con el rendimiento deportivo, ya que tiene

una influencia sobre un metabolito critico (el lactato).

5.- Seleccion de la muestra. No podemos considerar que la poblacién
estudiada sea representativa de la poblacion general. Se trata de un
grupo de deportistas de alto rendimiento, con un programa de
entrenamiento especifico y controlado, pero que ademas debido al
origen de la muestra (club social) tiene un alto grado de parentesco.
Esta circunstancia mas que una limitacién lo podemos considerar una
fortaleza, ya que esta circunstancia implica que la muestra sea mas

homogénea, teniendo ademas suficientemente representados los tres
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genotipos. Por tanto, no podemos extrapolar los resultados de
frecuencia a la poblacién general, pero si podemos extrapolar los

resultados del impacto del transportador MCT 1.

6.- Derivado del estado nutricional de los sujetos. Aunque en todos los
sujetos se ha controlado el entrenamiento, el momento de realizacién
de las pruebas, el periodo de descanso entre pruebas, etc., la dieta ha
sido estdndar, no controlada. Son sujetos que durante el periodo de
realizacién del estudio seguian una dieta normal, propia de un sujeto
sano, deportista, pero no ha existido un control ni registro dietético al
no considerarse que fuese un factor critico relevante para los objetivos

planteados en este estudio.
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FUTURAS LINEAS

Del desarrollo del presente trabajo han surgido nuevas ideas y lineas
de investigacion para evaluar el impacto del lactato como sustrato energético,
su potencial valor como metabolito tréfico y su aspecto de biomarcador de
hipoxia y/o fatiga, en relacién con la mayor o menor eficacia de los

transportadores de lactato.

En el futuro trasladaremos nuestras observaciones al dmbito clinico,
para estudiar el posible impacto de las variantes polimérficas del gen del
MCT1 sobre el miocardio y su impacto en situaciones de lactacidemia.
Considerando el papel que demostramos juega MCT1 en la disponibilidad de
sustratos oxidativos del musculo, el proximo estudio seria analizar el impacto
gue tiene la presencia del MCT1 en el musculo miocardico, el musculo

oxidativo por excelencia.

Ademads, en este estudio hemos observado la posible influencia en la
frecuencia cardiaca en funcion de la variante polimérfica tanto durante el
periodo de recuperacién pasiva como activa. Un futuro trabajo podria ir
encaminado a correlacionar el papel del transportador MCT1 con el gasto
cardiaco y a analizar la utilizacién del lactato por parte del corazén como

sustrato energético durante los periodos de recuperacion.
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CONCLUSIONES

1.- Tras un ejercicio anaerdbico intenso, manteniendo una actividad muscular
de baja-moderada intensidad (recuperacién activa), se aclara un mayor
porcentaje de lactato sanguineo que durante un proceso de recuperacién
pasiva. Se atribuye un mayor protagonismo a los transportadores de lactato

durante la recuperacion activa.

2.- Una vez alcanzado el equilibrio entre el lactato intracelular y plasmatico
(primeros 10 minutos), en el intervalo comprendido entre el minuto 10 y el
minuto 20 de la recuperacién activa se produce una mayor tasa de
aclaramiento de lactato plasmatico, aclarandose alrededor del 50% de todo el

lactato acumulado tras el ejercicio.

3.- Para este mismo periodo de tiempo de la recuperacién activa, los sujetos
AA para el polimorfismo T1470A de MCT1 tienen un aclaramiento de lactato
significativamente superior a los sujetos TT, lo cual puede ser atribuido a un
transporte mas eficaz de lactato a través de la fibra muscular en los sujetos

con el alelo A.

5.- Durante la recuperacion pasiva, no existen diferencias significativas en el
aclaramiento de lactato para cada grupo genético en ninguno de los intervalos

de tiempo estudiados.

6.- EIl comportamiento de la frecuencia cardiaca durante la recuperacion es
diferente entre los sujetos de cada grupo definido segun el genotipo de
MCT1-T1470A. Durante todo el proceso de recuperacion activa la frecuencia
cardiaca es mayor en los sujetos TT mientras que durante la recuperacion

pasiva es mayor en los sujetos AA.
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CONCLUSIONES

Aunque son muchos los factores que pueden intervenir en el
aclaramiento plasmatico y muscular del lactato, nuestro trabajo demuestra
que el transportador de monocarboxilatos 1 (MCT1) es critico durante el
periodo de recuperacion activa en el que se aclara mas lactato y a mayor
velocidad. Estos resultados tienen una potencial aplicacion en el disefio de
programas de entrenamiento, al igual que en la orientaciéon deportiva de

actividades dependientes de la capacidad de movilizacién del lactato.
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ANEXOS

10.1.- MODELO DE RECOGIDA DE DATOS.

SUJETO 1.
Identificacion:

Genotipo:

Primer Test de campo. Recuperacion activa.
Fecha: Hora:

Test de 400 metros lisos:

Lactato basal: mMol. / I.

Tiempo en la prueba: segundos.

F. C. al finalizar el esfuerzo maximo: puls. / min.
Lactato al finalizar el esfuerzo maximo: mMol. / 1.

Recuperacidn activa:

Lactato a los 10 minutos: mMol. /I.
Lactato a los 20 minutos: mMol. /I.
Lactato a los 30 minutos: mMol. /I.
Lactato a los 40 minutos: mMol. /I.

Segundo test de campo. Recuperacion pasiva.
Fecha: Hora:

Test de 400 metros lisos:

Lactato basal: mMol. / I.

Tiempo en la prueba: segundos.

F. C. al finalizar el esfuerzo maximo: puls. / min.
Lactato al finalizar el esfuerzo maximo: mMol. / 1.

Recuperacién pasiva:

Lactato a los 10 minutos: mMol. /I.
Lactato a los 20 minutos: mMol. /I.
Lactato a los 30 minutos: mMol. /I.
Lactato a los 40 minutos: mMol. /I.
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ANEXOS

10.2.- VALORES DE LACTATO Y CANTIDAD DE LACTATO ACLARADO DURANTE

LA RECUPERACION ACTIVA. (Media * DE)

Todos T TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
L 11,24 + 10,62 + 10,60 + 12,28 +
Lactato al finalizar la prueba
2,48 1,51 2,12 3,24
. 10,38 +
Lactato a los 10 minutos 964+1,9 | 882+2,33 | 9,43+0,93 549
Lactato a los 20 minutos 405+1,74 | 430+£2,07 | 3,75+0,79 | 4,18+2,38
Lactato a los 30 minutos 2,08+0,70 | 2,05+0,66 | 1,95+0,65 | 2,23+0,86
Lactato a los 40 minutos 1,67+0,47 | 1,67+0,36 | 1,38+0,43 | 1,95+0,47
Diferencia de Lactato entre
el final de la pruebaylos10 | 1,60+2,31 | 1,80+3,24 | 1,17+2,50 | 1,90+ 1,77
minutos (A 0’-10')
Diferencia de Lactato entre
. 4,52 + 0,46 6,20+ 1,15
los 10 y los 20 minutos 5,59+1,13 . 5,68+ 1,02 .
(A10°-20%)
Diferencia de Lactato entre
los 20 y los 30 minutos 197+1,32 | 2,25+1,55 | 1,80+1,03 | 1,95+1,62
(A 20°-307)
Diferencia de Lactato entre
los 30 y los 40 minutos 0,41+0,49 | 0,37+0,35 | 0,57+0,43 | 0,28+ 0,63
(A 30°-40)
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ANEXOS

10.3.- VALORES DE LACTATO Y CANTIDAD DE LACTATO ACLARADO DURANTE

LA RECUPERACION PASIVA. (Media * DE)

Todos 1T TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
L 10,97 + 10,77 + 11,50 + 10,58 +
Lactato al finalizar la prueba
2,16 2,33 2,43 2,07
. 12,49 + 12,35+ 12,65 + 12,43 +
Lactato a los 10 minutos
1,69 2,00 1,73 1,76
. 10,32 +
Lactato a los 20 minutos 9,71+1,64 | 892+2,00 111 9,62 +1,88
Lactato a los 30 minutos 6,71+2,38 | 692+2,03 | 6,02+2,98 | 7,25+2,16
Lactato a los 40 minutos 494+1,40 | 465+1,24 | 5,00+£1,73 | 508+ 1,37
Diferencia de Lactato entre
. -1,52 -1,57 £ -1,15 -1,85 +
el final de la prueba y los 10
. 3,26 2,99 3,77 3,46
minutos (A 0’-10')
Diferencia de Lactato entre
los 10 y los 20 minutos 2,79+1,49 | 3,42+0,82 | 2,33+£1,97 | 2,82%+1,35
(A10°-20%)
Diferencia de Lactato entre
los 20 y los 30 minutos 3,00£2,41 | 2,00+0,45 | 430+2,69 | 2,37+2,60
(A 20°-307)
Diferencia de Lactato entre
los 30 y los 40 minutos 1,76 +1,54 | 2,27+0,86 | 1,02+1,89 | 2,17+1,42
(A 30°-40)
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ANEXOS

10.4.-

PORCENTAJES DE FRECUENCIA CARDIACA MAXIMA TEORICA

DURANTE LOS DISTINTOS PERIODOS DE LA RECUPERACION ACTIVA. (Media

+ DE)

Todos 7T TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
Porcentaje de FC maxima durante | 70,30+ | 70,01+ | 71,51+ | 66,60+
toda la recuperacion 5,08 4,37 2,92 5,30
Porcentaje de FC maxima desdeel | 72,24+ | 74,03+ | 73,18+ | 70,09
minuto 0 al 10 4,88 4,78 3,20 6,18
Porcentaje de FC maxima desdeel | 72,11+ | 73,75+ | 73,94+ | 69,18
minuto 10 al 20 4,86 5,27 1,73 5,90
Porcentaje de FC maxima desdeel | 70,83+ | 74,14+ | 7294+ | 66,51+
minuto 20 al 30 5,46 4,41 3,52 5,39
Porcentaje de FC maxima desdeel | 70,07+ | 74,27+ | 71,26+ | 66,08
minuto 30 al 40 5,23 3,39 2,55 5,81
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ANEXOS

10.5.- PORCENTAJES DE FRECUENCIA CARDIACA MAXIMA TEORICA

DURANTE LOS DISTINTOS PERIODOS DE LA RECUPERACION PASIVA. (Media +

DE)

Todos 7T TA AA
(n=16) (n=4) (n=6) (n=6)
Porcentaje de FC maxima durante | 50,13+ | 45,77+ | 49,74+ | 53,42+
toda la recuperacion 7,09 9,33 4,94 6,75
Porcentaje de FC maxima desdeel | 51,96+ | 49,23+ | 50,85+ | 54,87 +
minuto 0 al 10 5,45 6,28 4,95 4,81
Porcentaje de FC maxima desdeel | 50,58+ | 46,02+ | 50,17+ | 54,02+
minuto 10 al 20 6,11 7,60 4,83 4,79
Porcentaje de FC maxima desdeel | 46,60+ | 44,10+ | 4530+ | 49,57 +
minuto 20 al 30 6,34 9,12 5,33 4,97
Porcentaje de FC maxima desdeel | 44,17+ | 40,39+ | 43,08 | 47,78+
minuto 30 al 40 5,74 8,18 3,80 3,96
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