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Lands, L. C., V. L. Gray y A. A. Smountas. Efecto de la suplementacién con un donante de
cisteina en el rendimiento muscular. J. Appl. Physiol 87 (4): 1381-1385, 1999. — El estrés
oxidativo contribuye a la fatiga muscular. GSH es el principal antioxidante intracelular, cuya
biosintesis depende de la disponibilidad de cisteina. Presumimos que la suplementacion con un
donante de cisteina a base de suero [Immunocal (HMS90)] disefiado para aumentar el GSH
intracelular mejoraria el rendimiento. Veinte adultos jovenes sanos (10 hombres,

10 mujeres) estudiaron la presupuestacién y 3 meses después de la suplementacion con
Immunocal (20 g / dia) o con caseina placebo. El rendimiento muscular se evalué mediante
pruebas de ciclo isocinético de pierna entera, midiendo la potencia maxima y la capacidad de
trabajo de 30 s. El linfocito GSH se usé como marcador de tejido GSH. No hubo diferencias
iniciales (edad, ht, wt,% de wt ideal, potencia maxima, capacidad de trabajo de 30 s). Datos de
seguimiento sobre

Se analizaron 18 sujetos (9 Immunocal, 9 placebo). Tanto la potencia maxima [13 = 3.5 (SE)%, P
<0.02] como la capacidad de trabajo de 30 s (13 + 3.7%, P <0.03) aumentaron significativamente
en el grupo inmunolégico, sin cambios (2 £ 9.0 y 1 £ 9.3%) en el grupo placebo. El GSH de
linfocitos también aumentd significativamente en el grupo de Immunocal (35.5 + 11.04%, P
<0.02), sin cambios en el grupo de placebo (-0.9 + 9.6%). Este es el primer estudio que
demuestra que la suplementacion prolongada con un producto disefiado para aumentar las
defensas antioxidantes resulté en un mejor rendimiento volitivo.

estrés oxidativo; ejercicio

EL ESTRES OXIDATIVO contribuye al desarrollo de la fatiga muscular (27). GSH es un
antioxidante intracelular importante, cuya biosintesis depende de la disponibilidad intracelular de
cisteina (1). Trabajos previos han demostrado que la suplementacidon con N-acetilcisteina puede
retrasar la aparicion de fatiga muscular (26). Sin embargo, existen efectos adversos significativos
con dicho tratamiento (18, 26), posiblemente relacionados con elevaciones en la cisteina
extracelular (1, 24). La cisteina, en forma de restos de glutamilcitina, entra mas facilmente en las
células. Se ha demostrado que Immunocal, un suplemento oral a base de suero con una
abundancia relativa de glutamilcistina, aumenta las concentraciones intracelulares de GSH in
vitro (5). Presumimos que si esto ocurriera in vivo, entonces la suplementacion con Immunocal
mejoraria el rendimiento muscular.

MATERIALES Y METODOS

Veinte adultos jovenes sanos (10 hombres, 10 mujeres) se inscribieron en el ensayo. Después de
firmar el consentimiento informado, los sujetos

fueron asignados aleatoriamente para tomar Immunocal (10 g / dosis dos veces al dia) o una
cantidad equivalente de caseina placebo durante 3 meses (5 hombres y 5 mujeres en cada
grupo; Immunotec Research, Vaudreuil, PQ proporcionaron ambos Immunocal y placebo) . Los
sujetos recibieron un recipiente que contenia un suministro para 30 dias. Los sujetos regresaron
cada mes para recargar su tratamiento. El cambio en el peso del bote se usé como un indicador



de cumplimiento. Tanto los sujetos como los investigadores principales no sabian qué
suplemento se administraba hasta que el sujeto completara el ensayo.

Los sujetos fueron estudiados por la mafnana, 3-4 h después de un desayuno estandarizado (1
vaso de leche baja en grasa, 2 rebanadas de pan tostado sin mantequilla con mermelada y 1
vaso de jugo). Los sujetos se sometieron a las mismas medidas al principio y al final del juicio.

A los sujetos en pies con medias se les midio la altura en un estadiometro, y se registré su peso
mientras estaban ligeramente vestidos y de pie sobre una balanza electrénica. El peso también
se expresé como un porcentaje del peso ideal para la altura y la edad (14). Los triceps y el grosor
del pliegue cutaneo subescapular se utilizaron para evaluar su porcentaje de grasa corporal (19).
Los sujetos recibieron 10 ml de sangre extraida de una vena antecubital en una jeringa
heparinizada para analizar la concentracion de linfocitos GSH en cuatro ocasiones antes de cada
sesion de ejercicio: dos veces, separadas por 2-3 h 2 dias antes del estudio, y dos veces,
separadas por 2- 3 h el dia del estudio. La media de las cuatro mediciones se utilizo para la
comparacion previa y posterior a la suplementacion. Los sujetos también completaron un
cuestionario de actividad, que les pidié que recordaran su actividad en un dia tipico de la semana
pasada (3). Brevemente, el cuestionario divide el dia en segmentos entre comidas. El tiempo
dedicado a la actividad moderada (p. Ej., Caminar) y vigorosa (p. Ej., Correr, andar en bicicleta) se
calculo para cada periodo de tiempo, asi como el porcentaje de tiempo de vigilia dedicado a
estar activo.

La capacidad muscular se evalué durante el ciclo isocinético (20, 23). Aunque un sprint
isocinético de 30 s es principalmente glucolitico (25, 35), el trabajo total realizado durante el
sprint se correlaciona fuertemente con la capacidad aerdbica, medida durante las pruebas de
ergometria de ciclo progresivo (20, 23). La combinacién de la capacidad de trabajo de sprint con
la funcion pulmonar permite la prediccién de la capacidad de trabajo maxima progresiva,
mientras que la naturaleza corta de la prueba permite evaluar la contribucién independiente de la
funcion del musculo esquelético periférico a la limitacidn del ejercicio tanto en la salud como en
la enfermedad ( 20, 22, 23). Un sprint isocinético de 30 s produce un flujo de electrolitos,
generacion de lactado y un mayor consumo de oxigeno (25), condiciones que deberian dar lugar
a especies reactivas de oxigeno.

En un ciclo de diseno personalizado, que se ha descrito previamente (21), el sujeto hizo un
esfuerzo total durante 30 s de ciclismo a 60 rpm. Durante el ciclo, la tension en el puntal del eje
del volante se controla continuamente a 200 Hz. Estos datos se analizan posteriormente para
obtener la potencia maxima alcanzada.

(W) y el trabajo total logrado (kJ). Ambos valores se expresaron como un porcentaje de lo
previsto, utilizando ecuaciones especificas de género en funcion de la edad y la altura (23).
Preparacioén de linfocitos. La sangre se diluyé en una cantidad igual de medio RPMI-1640, y la
mezcla resultante

e colocd en un tubo que contenia 4 ml de Ficoll-Hypaque y se centrifugd a 400 g (1.400 rpm,
IEC-7) durante 30 minutos. Las células en la interfaz (90% de linfocitos) se eliminaron por pipeta
y se resuspendieron en 10 ml de RPMI-1640 a 4 ° C y se mantuvieron en hielo. La suspension se
centrifugd a 450 g (1.800 rpm) en una centrifuga a 4 ° C (IEC-PR6) durante 10 minutos. Después
de eliminar el sobrenadante, el sedimento se lavé nuevamente en RPMI-1640 frio. El sedimento
se resuspendié en 4 ml de 1 x PBS (pH 7,40), y se retird una alicuota de 0,2 m1 para recuento
automatico de células (Coulter S-plus JR). El recuento celular se usé para calcular el volumen de
suspension requerido para una alicuota de linfocitos 1 x 106.

Se centrifugaron alicuotas de volumen apropiado en tubos preenfriados a 500 g (800 rpm,
Eppendorf 5402) durante 10 minutos a 4 ° C. Se retird el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento en 970 pl de agua destilada fria. A esto, se afadieron 30 pl de acido 5-sulfosalicilico
(SSA) al 30% para obtener una concentracién final de SSA al 0,9%, y la solucién se incubo
durante15 min en hielo. La solucién se centrifugd a 5.000 g (8.000 rpm, Eppendorf 5402) durante
10 minutos a 4 ° C. El sobrenadante se retird y se almacené a -70 ° C para su posterior andlisis
de GSH.

Andlisis de CSH. El GSH total en el extracto de SSA al 0,9% se determind mediante el método
de reciclaje de glutatidon reductasa de Tietze (33) adaptado para el espectrofotémetro Cobas Mira
(Roche Diagnostics) (9). Brevemente, las pipetas Cobas Mira 210 pl NADPH (0.3 mmol / 1), 30 pi



DTNB (6.0 mmo1 / 1) y 95 pl de muestra, estandar, o 0.9% SSA en cubetas. Después de una
incubacién de 4 minutos a 37 ° C, se afladen 15 pl de glutatién reductasa (1,0 U /100 pl) y la
reaccion se controla cada 24 s durante 12 minutos. En estas condiciones, el método es lineal
para concentraciones de GSH entre 0.5 y 5 'Imola. El instrumento construye una curva de
calibracién analizando los estandares conocidos de GSH, y a partir de esto se evalla la
concentracion de GSH de lo desconocido. La reproducibilidad de GSH a estas concentraciones
es <2% (coeficiente de variacién intraensayo). El valor medio de control de laboratorio (n = 7) es
1.31 pmol / 106 linfocitos, con un rango de 0.69-2.18 pmo1 / 106 linfocitos.

Analisis de los datos. El analisis estadistico se realizé utilizando Statistica 5.1 para Windows
(Statsoft). Los datos se expresaron como medias + SE. Los datos de referencia de los grupos se
compararon mediante pruebas t no emparejadas. Los cambios desde la linea base dentro de
cada grupo se evaluaron mediante pruebas t emparejadas, y los cambios entre los grupos
mediante pruebas t no emparejadas. Un valor de P <0.05 se consider6 significativo.

RESULTADOS

Al inicio del estudio, no hubo diferencias significativas en edad, altura, peso, porcentaje de peso
corporal ideal o porcentaje de grasa corporal (Tabla 1). La potencia maxima de la pierna y el
trabajo de 30 segundos no fueron significativamente diferentes al inicio del estudio, ni tampoco
los niveles de GSH de linfocitos y el porcentaje de tiempo de vigilia dedicado a estar activo (Tabla
2).

Table 1. Subject characteristics

Supplemented Control
Age, yr 23.7+1.20 23.7+1.24
Height, cm 164.7 +£2.75 169.0 +2.80
Weight, kg 69.1 +£7.02 65.1 £2.66
Percent ideal body weight, % 106.0 = 7.03 101.9+3.03
Percent body fat, % 21,9+2.13 18.6 +£2.08

Los valores son medias + SE; n = 9 sujetos / grupo. Los grupos suplementados y
de control recibieron Immunocal (20 g / dia) o caseina placebo, respectivamente.

Table 2. Baseline parameters

Supplemented Control
Peak power, %opredicted 96.4+£6.73 91.4+£2.64
30-s Work, %predicted 81.3+6.22 79.0 £3.27
GSH, pmo1/106 lymphocytes 1.19+£0.10 1.45+0.15
Time spent in activity, %oawake time 49.7 £2.68 62.3+5.78

Values are means + SE; 17=9 subjects/group.



Un sujeto con placebo se retird del ensayo, citando dolores de cabeza en las primeras semanas.
Un sujeto en Immunocal tuvo resultados de ejercicios de seguimiento que eran técnicamente
inaceptables. Los resultados de los datos de seguimiento se informan para los 18 sujetos
restantes. El grupo suplementado mostré aumentos significativos en

ambas medidas de rendimiento muscular y niveles de GSH de linfocitos. No se observaron tales
diferencias en el grupo de control, y las diferencias entre los grupos fueron todas significativas
(Tabla 3, Fig. 1). El grupo suplementado también pasé mas tiempo en actividad, mientras que no
hubo cambios en el grupo control. Aungue el peso corporal no cambio significativamente en
ninguno de los grupos, el grupo suplementado tuvo una disminucién en su porcentaje de grasa
corporal. Ambos grupos ingirieron -90% de su suplemento (Immunocal: 91.9 + 5.8%; placebo:
90.6 + 11.65%).

DISCUSION

Demostramos que la ingestién de Immunocal, a una dosis de 20 g / dia, resulté en un aumento
del 35.5% en las concentraciones de GSH de linfocitos circulantes. Al mismo tiempo, los sujetos
suplementados pudieron generar mas potencia para realizar mas trabajo durante un esfuerzo
maximo de 30 s. Los aminoacidos ‘y-glutamil pueden ser transportados a las células. En el caso
de la glutamilcistina, esto puede aumentar efectivamente las concentraciones celulares de GSH
@)

Immunocal es un concentrado de proteina de suero bovino producido por una técnica indulgente
patentada que involucra microfiltracion y pasteurizacién de leche a baja temperatura. La proteina
del suero consiste en varios compuestos, que incluyen albumina, lactoferrina y a-lactalbimina,
que son ricos en residuos de cistina (la forma oxidada de la cisteina). La albumina y la lactoferrina
también son ricas en glutamilcistina, que se transporta facilmente a las células, lo que lo
convierte en un sustrato mas facilmente disponible para la biosintesis de GSH (4, 5). Immunocal
contiene un 2,5% de cistina, en comparacion con un 0,3% de caseina.

Table 3. Percent Change from baseline

Supplemented Control
Weight -1.0+£0.57 0.2+0.94
Percent body fat -4.8 1.96*t 5.1+3.26
Peak power 13.3 £3.48°t 1.6 £3.00
30-s Work 12.7 £ 3.66*t 0.9+3.10
Lymphocyte GSH 35.5+ 11 04*t -0.9+9.64
Time spent in activity 13.7 £ 5.59* 4.7+ 13.86

*Significantly different from baseline: percent body fat, P < 0.05; peak power,
P< 0.01; 30-s work, P< 0.02; lymphocyte GSH, P< 0.01; time spent very active P
< 0.01; time spent in activity, P < 0.04. t Significantly different from control:
percent body fat, P< 0.02; peak power, P< 0.02; 30-s work, P< 0.02 lymphocyte
GSH, P< 0.02.
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Fig. 1. Percent change from baseline in lym- phocyte
15— GSH levels (left) and predicted 30-s leg work capacity
30 — (right) in Immunocal (open bars) and control group
10 — (filled bars). Error bars, SE. Immunocal group was

significantly different from baseline (P < 0.01) and
from control group (P < 0.02) for lymphocyte GSH

from baseline (P < 0.02) and from control group (P <
0.02) for 30-s work.
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Utilizamos las concentraciones de GSH de linfocitos como un marcador de los niveles de GSH
en los tejidos, ya que la evidencia de estudios en animales ha sugerido que esto podria rastrear
los niveles de los tejidos, en respuesta al acido L-2-oxotiazolidina-4-carboxilico, un precursor de
cisteina y butionina. sulfoxi-mine, un inhibidor del primer paso limitante de la velocidad en la
sintesis de GSH, ‘y-glutamilcisteina sintasa. Aunque una pequefa prueba del acido L-2-
oxotiazolidina-4-carboxilico aumenté los niveles de GSH de los linfocitos, también dio lugar a
elevaciones en la cisteina en plasma y efectos adversos (24). Aunque algunos pacientes se
quejaron de hinchazén y nduseas ocasionales mientras tomaban Immunocal, no se observaron
otras quejas. Este estudio, entonces, es la primera demostracién de un suplemento oral bien
tolerado que podria elevar efectivamente las concentraciones de GSH en los tejidos.

De mayor importancia son los hallazgos funcionales. Los sujetos en Immunocal pudieron generar
mayor potencia y aumentaron la cantidad de trabajo que podian lograr durante un sprint de 30 s.
Hemos demostrado previamente que la produccién de trabajo isocinético de 30 s del musculo de
la pierna es un factor significativo que contribuye al rendimiento progresivo del ejercicio en
pacientes con fibrosis quistica (20) y pacientes después del trasplante de pulmon (22),
independientemente del efecto de insuficiencia pulmonar También se han demostrado resultados
similares en adultos sanos.

(23) La capacidad de realizar ejercicio tiene un impacto significativo en la calidad de vida (10).
Nuestros resultados sugieren que las mejoras en el rendimiento volitivo que medimos en el
laboratorio pueden tener un impacto directo en la capacidad funcional. En este sentido, es
intrigante que los sujetos en Immunocal aumentaron el porcentaje de tiempo que pasaron siendo
activos.

El estrés oxidativo se asocia con una contraccion muscular extenuante, que conduce a la fatiga
(8, 13, 15, 16, 28, 31). Sin embargo, como lo sefalaron tanto Reid como sus colegas.

(26) y Sen (27), aunque los parametros bioquimicos del estrés oxidativo pueden ser alterados por
la suplementacién, ha sido dificil demostrar una mejora en el rendimiento muscular. Los modelos
animales de fatiga muscular han demostrado un efecto beneficioso del pretratamiento con N-
acetilcisteina (29, 32). Reid y sus colegas fueron los primeros en demostrar que el tratamiento
previo con N-acetilcisteina intravenosa podria aumentar la fuerza de salida del tibilais anterior en
humanos cuando se estimula eléctricamente a la fatiga a bajas frecuencias. Un estudio reciente
informo que el tiempo para el fracaso voluntario de la tarea (incapacidad para mantener el 80%
de la presién transdiafragmatica maxima mientras se respira contra una carga resistiva) en
humanos sanos podria incrementarse mediante el uso de N-acetilcisteina intravenosa (34).

La N-acetilcisteina puede servir para mantener reservas adecuadas de GSH a través de varios
mecanismos, incluido el suministro de cisteina para la biosintesis de GSH y la eliminacion directa
de especies reactivas de oxigeno. Debido a que la N-acetilcisteina no cruza el sarcolema ni
aumenta las concentraciones totales de GSH en la sangre, pero reduce la oxidacion de GSH en
la sangre después del ejercicio (28), es probable que los resultados de Reid y colaboradores (26)



se deban a la N-acetilcisteina efectos eliminadores de radicales libres. La prevencion de la
disfuncién muscular inducida por radicales libres mediante la eliminacién de radicales libres
probablemente explica los resultados de estudios recientes en animales sobre la fatiga del
diafragma.

(82) Sin embargo, otros efectos potenciales, como el flujo sanguineo mejorado o el aumento del
impulso respiratorio del sistema nervioso central, también podrian contribuir (12).
Desafortunadamente, la N-acetilcisteina se asocia con una serie de efectos adversos que le
restan utilidad como ayuda ergogénica. Estos incluyen visién borrosa, disforia y molestias
gastrointestinales. En el estudio de Travaline y colaboradores (34), cuatro sujetos fueron
premedicados con difenhidramina y ranitidina para prevenir el desarrollo de efectos adversos.

El mecanismo o mecanismos exactos de cédmo Immunocal mejord el rendimiento muscular no
esta claro. El mecanismo mas obvio seria un aumento en los niveles intracelulares de glutation, lo
que llevaria a una disminucion de la disfuncién muscular inducida por oxidantes. Nuestros
pacientes aumentaron el porcentaje de tiempo dedicado a una actividad moderada a vigorosa,
por lo que no puede excluirse un efecto central que conduzca a una mayor actividad y una mejor
regulacion neural de la funcién muscular. Muchos de los sujetos informaron una sensacion de
sentirse mas enérgicos. Este sentimiento podria relacionarse con los mecanismos centrales, pero
también podria relacionarse con una disminucion del dafio muscular por la proteccién
antioxidante, ya que el dolor muscular y la permeabilidad del sarcolema se han relacionado con
el estrés oxidativo (30). Nuestro cuestionario de actividad nos proporciona el tiempo dedicado a
la actividad, pero no describe como se empled ese tiempo. Sin embargo, esta actividad
mejorada podria haber llevado a un efecto de entrenamiento.

Los sujetos tratados con Immunocal tuvieron una disminucién en su porcentaje de grasa corporal
mientras mantenian su peso. Aunque este resultado parece casi demasiado bueno para ser
cierto, en sujetos sanos las concentraciones plasmaticas de cisteina y glutamina han
pronosticado los cambios posteriores en la masa corporal magra (17). En pacientes con
trastornos de emaciacion, como el cancer y las infecciones por el virus de la inmunodeficiencia
humana, estos valores se reducen temprano, precediendo a la caquexia manifiesta (7, 11).

Los cambios bioquimicos observados en los trastornos de desgaste han llevado al concepto de
un sindrome de quiste bajo (e) ine-glutamina. En este modelo, el catabolismo hepatico de quiste
(e) -ina a sulfato conduce a la generacién de iones de hidroégeno, que eliminan el bicarbonato a
través de la amortiguacion. Se requiere bicarbonato para el primer paso de limitacion de
velocidad en la conversién de amonio en urea. La eliminacién de bicarbonato comié la
conversién de amoniaco en glutamina, conservando asi el nitrégeno en el grupo de aminoéacidos.

Nuestros resultados son consistentes con este modelo de metabolismo de cisteina. El cambio en
el estado redox resultante del aumento de las reservas de glutation también podria alterar la
expresion génica para promover el crecimiento muscular (6). Esto sugiere que la suplementacion
con un donante de cisteina puede influir favorablemente en la composicion corporal para
aumentar la masa muscular. No creemos que los cambios que vimos en la composicién corporal
y la funcion muscular se debieran simplemente al aumento de la ingesta de proteinas, ya que el
grupo suplementado con caseina no demostré estos cambios.

En conclusién, la suplementacion de adultos jovenes sanos con un suplemento oral a base de
suero aumento las concentraciones de linfocitos GSH, al tiempo que aumenté el rendimiento
muscular en estos sujetos. Ademas de su potencial como ayuda ergogénica, dicha
suplementacion puede tener un beneficio particular en pacientes con afecciones inflamatorias
persistentes.



Esta investigacion fue apoyada en parte por la Fundacién Canadiense de Fibrosis Quistica e
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