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Glosario de abreviaturas

Abreviatura

Significado

ADN acido desoxirribonucleico
ADP adenosin difosfato
AMP adenosin monofosfato
ATP adenosin trifosfato
CAT catalasa
CO; dioxido de carbono
Cr creatina
DHA acido docosahexaenoico
DSHEA Ley de Educacion y Salud de los Suplementos dietéticos (Dietary
Supplement Health and Education Act of 1994)
DTNB acido (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzdico))
EDTA acido etilendiaminotetraacético
EFSA Autoridad Europea de Seguridad AIime_:ntaria (European Food and
Safety Authority)
ERNs especies reactivas del nitrégeno
EROs especies reactivas del oxigeno
ES error estandar
FAD flavin adenin dinucledtido
FAO Organizacic’_)n de las Naciones Uni_das para la Al?me_ntacic’)n yla
Agricultura (Food and Agriculture Organization)
FDA Administracion de AIimentos_ y Med_icamentos (Food and Drug
Administration)
FINA Federacion Internacional de la Natacion
FMN Federacion Mexicana de la Natacion




GPx

glutation peroxidasa

GR glutatién reductasa
GRAS Generalmente Reconocido como Seguro (Generally Recognized
as Safe)
GSH glutation
GSSG glutation disulfuro
H,0 molécula del agua
H.0, perdxido de hidrégeno
HO* radical hidroxilo
HCI acido clorhidrico
IMP acido inosinico
MDA malonaldehido
Na,CO3 carbonato de sodio
Na,HPO4 fosfato dibasico de sodio
NAD* nicotinamida adenina dinucledtido (oxidado)
NADH nicotinamida adenina dinucleétido (reducido)
NADP* nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (oxidado)
NADPH nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (reducido)
NBT nitroazul de tetrazolio
NH;" ibn amonio
NO oxido nitrico
05~ ion superoxido
‘0, oxigeno singulete
OMS/WHO Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization)
PCr fosfocreatina
Pi fosfato inorganico
RAE Real Academia Espafiola
RO*y ROO* radicales alcoxi y peroxi
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ROH alcohol
ROOH hidroperoxidos
SOD superoxido dismutasa
TBA acido tiobarbiturico
TBARS especies reactivas al acido tiobarbiturico
TEP 1,1,3,3- tetraetoxipropano
UNAM Universidad Nacional Autbnoma de México
VO2max volumen méximo de oxigeno que el organismo puede transportar

en un minuto




Resumen

La Spirulina es una cianobacteria, la cual crece en aguas alcalinas en aéreas
tropicales y subtropicales. Existen tres especies estudiadas: Spirulina platensis,
Spirulina fusiformis y Spirulina maxima. Se ha reportado que la Spirulina es una
excelente fuente de micro y macro nutrientes, tiene un contenido de proteina de
entre 60 y 70%, 10 veces mayor al del frijol de soya, y tres veces mayor al del
filete de res. Su perfil de aminoécidos es considerado de alto valor biologico y de
facil y rapida digestion, segun los valores estipulados por FAO/WHO (Food and

Agriculture Organization/ World Health Organization).

Ademas de su alto valor nutrimental, se ha demostrado que tiene efectos
antioxidantes en el organismo humano. Es por eso que en este estudio se
evaluaron los efectos de la Spirulina maxima sobre el estado antioxidante de un
grupo de varones dedicados a la natacion, pertenecientes al equipo representativo
de la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM), como estudio piloto.

En este estudid, se planteé como hipétesis que la Spirulina maxima mejoraria el
estado antioxidante de los participantes. Para comprobar esta hipétesis, se
formaron dos grupos, uno que consumio Spirulina maxima (6 g/dia) y otro que
consumié un placebo. Antes del tratamiento se tomaron muestras de sangre de
cada participante, y posteriormente, se realizaron pruebas bioguimicas a partir del
plasma sanguineo para determinar la actividad de las enzimas superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa; asi como la concentracién de glutatién
y TBARS. Después de 12 semanas de tratamiento se volvieron a realizar las

determinaciones mencionadas.

Al término del estudio se encontrO que mejor0 el sistema antioxidante de los
participantes que consumieron Spirulina maxima, ya que mostraron un aumento
en la actividad de la glutation peroxidasa, y en la concentracién de glutation,

asimismo hubo un descenso en la concentracion de TBARS en plasma.



. Introduccién

El hombre en la antigiedad solia recorrer grandes distancias en busca de
alimento, lo que implicé que tuviera que ejercitar su cuerpo dia a dia, ya que en
gran medida la obtencién de alimentos dependia de la destreza y fuerza de su
cuerpo, asi la actividad fisica es una actividad inherente al ser humano, a partir de
la cual este ha desarrollado habilidades motrices destacables, mismas que con el
paso del tiempo se han transformado en lo que hoy se conoce como deporte de

competencia (L6pez, 2006).

Debido a las exigencias del deporte muchas veces es necesario que los atletas
afiadan a su dieta suplementos o complementos alimenticios que les ayuden a

mantener el funcionamiento 6ptimo del organismo (Palacios et al., 2009).

En los ultimos afios los investigadores se han interesado en las microalgas o
cianobacterias, a causa de sus propiedades quimicas, biolégicas y nutricionales;
algunas de estas cianobacteria son la Spirulina, Chlorella y Dunaliella (Chamorro
et al., 2015).

La Spirulina es una cianobacteria que crece en aguas alcalinas en areas tropicales
y subtropicales, la han nombrado “alga Spirulina”. Existen tres especies
estudiadas: Spirulina platensis, Spirulina fusiformis y Spirulina maxima (Chamorro
et al., 2015).

El cultivo de Spirulina maxima se ha desarrollado de manera Optima en aguas
alcalinas (pH 9-11), en lugares como el lago de Texcoco o el lago de Chad en
Africa. Su biomasa se ha utilizado como alimento y se ha consumido desde la
antigiiedad. En 1941 se describio por primera vez que la tribu Kanenbu, que habita
al norte de la Republica de Chad, consumia un puré conocido como Dihé, que
significa “madre salsa”, elaborado con Spirulina platensis. En el caso de
Mesoamérica, en la época prehispanica se consumia Spirulina maxima; Bernal
Diaz del Castillo describio que los aztecas recolectaban el alga en forma de lodo al

cual llamaban tecuitlatl, que significa en nahuatl “lodo o residuo de piedra” una
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vez que el alga se recolectaba se ponia a secar y ésta se mezclaba con el maiz

para preparar otros alimentos (Luqueiio et al., 2011).

En la actualidad se comercializa de manera importante en Asia, Europa, Norte
América y Sudamérica. Aun cuando crece de forma natural en lagos, su
produccion se realiza en estanques o biorreactores, generando una produccion

anual de tres mil a cuatro mil toneladas (Chamorro et al., 2015).

Por otra parte se ha reportado que la Spirulina es una excelente fuente de micro y
macro nutrientes. Tiene un contenido de proteina entre 60 y 70%, 10 veces mayor
al del frijol de soya y tres veces mayor al del filete de res. Su perfil de aminoacidos
es considerado de alto valor biolégico y de facil y rapida digestion, segun los
valores estipulados por FAO/WHO (Chamorro et al., 2015).

Ademas de su alto valor nutricional, se ha demostrado que tiene efectos
antioxidantes tanto en modelos murinos como en humanos (Lu et al., 2006;
Bermejo et al., 2008; Kalafati et al., 2010, Torres-Duran et al., 2012).



1l. Marco tedrico

1. Actividad fisica y ejercicio

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se considera
actividad fisica a cualquier movimiento corporal producido por los musculos
esqueléticos que exija un gasto de energia. Sin embargo, hay que diferenciar la
actividad fisica del ejercicio, debido a que el ejercicio es una actividad planificada y
repetitiva, que tiene por objeto la mejora o mantenimiento de uno o mas
componentes de la aptitud fisica. La actividad fisica se considera como cualquier
actividad que realiza el cuerpo, como la limpieza del hogar, jugar, caminar, etc.
(OMS, 2016).

El término ejercicio proviene del latin “exercitium”, palabra que los romanos la

empleaban para referirse a los movimientos corporales repetidos (Lopez, 2006).

En tanto el Diccionario de la Real Academia de la Lengua Espafola, define
“ejercicio” como cualquier movimiento corporal repetido y destinado a mantener o
mejorar la salud (RAE, 2016).

También es posible definir al ejercicio como una serie de movimientos corporales
repetitivos los cuales aumentan la frecuencia cardiaca basal y la sudoracion
(Zabala, 2007).

1.1. Fisiologia del ejercicio

La fisiologia del ejercicio es la ciencia que estudia el funcionamiento de los
organos, aparatos y sistemas que componen el organismo humano durante el
ejercicio a nivel celular como a nivel integral, la interrelacion existente con el medio
externo, asi como, los mecanismos de regulacién e integracion funcional que
hacen posible el ejercicio. También abarca, el estudio de las modificaciones

estructurales y funcionales que la préactica del ejercicio conlleva (Lopez, 2006).



De acuerdo a la American Physiological Society, el campo de estudio de la

fisiologia del ejercicio incluye tres aspectos (Lopez, 2006):

a) El estudio del funcionamiento e interacciones de los 6rganos, aparatos y
sistemas del cuerpo humano durante el ejercicio.

b) EIl estudio de los mecanismos que limitan el rendimiento y funcionamiento
de los 6rganos y sistemas en condiciones de estrés severo.

c) El estudio de las adaptaciones o cambios temporales ocasionados por el
ejercicio en la estructura y funciones de los érganos, y sistemas que

integran el cuerpo humano.

1.1.1. Sistema muscular

Un musculo es un érgano compuesto por fibras, que mediante la contraccion y
relajacion sirve para producir el movimiento de los seres vivos. En todos los seres
vivos vertebrados, el sistema muscular es el que permite que el esqueleto se
mueva, se mantenga firme y también dé forma al cuerpo. Aproximadamente 40%

del cuerpo humano esta constituido por musculos (Fernandez, 2006).

Existen tres tipos de tejido muscular: a) el tejido muscular estriado cardiaco, que
es exclusivo del corazoén, el cual permite efectuar la contraccion para bombear la
sangre al resto del cuerpo; b) el tejido muscular liso o involuntario, que recubre
organos como las arterias, los 6rganos del sistema digestivo, el utero, etc.; c) el
tejido muscular esquelético o voluntario, el cual recubre el esqueleto y es

responsable de su movimiento (Kenney, 2012).

1.1.1.1. Mdsculo esquelético

Los musculos esqueléticos son los responsables de la postura y el movimiento del
esqueleto. Realizan su funcién gracias a la posibilidad de transformar la energia

guimica en energia mecanica (Billat, 2002).



Las células musculares (miocitos) o fibras musculares, llamadas asi por su forma
alargada, constituyen el tejido muscular. Cada fibra muscular individual es un largo
y fino cilindro que se extiende a lo largo de todo el musculo. Cada fibra contiene
miofibrillas; las miofibrillas son estructuras que contienen proteinas contractiles,
miosina, en el caso de las fibras o flamentos gruesos, y actina en el caso de los
finos o delgados (imagen 1). Es por esto que las fibras musculares son las
responsables de la contraccion muscular y de realizar un amplio rango de
demandas funcionales, desde movimientos de alta precision hasta contracciones
maximas (Billat, 2002).

En el interior de las miofibrillas, los filamentos
de actina y de miosina se deslizan uno sobre
otro produciéndose la contraccion muscular

Imagen 1. Esquema de la morfologia del musculo esquelético (Nutricion Salud y Deporte, 2011).

Existen distintos tipos de fibras musculares, las cuales poseen caracteristicas
funcionales, metabdlicas y moleculares distintas. En los humanos se encuentran
dos tipos de células: las tipo |, también conocidas como “lentas o rojas”; y las tipo

I, “rapidas o blancas” (Moran, 2006).



Estos tipos de fibras se encuentran dentro de cada muasculo en proporciones
variables. La composicion fibrilar de un muasculo depende de diversos factores,
como el genético, el patron de uso, el nivel de entrenamiento fisico y la edad
(Moran, 2006).

A continuacién se presentan caracteristicas de cada tipo de fibra muscular:

Tabla 1. Caracteristicas de las fibras musculares

Caracteristica Lentas (tipo | o rojas) Rapidas (tipo Il o blancas)
Diametro Intermedio Pequefio
Contenido de glucégeno Bajo Alto
Resistencia a la fatiga Alta Baja
Capilares Muchos Pocos
Contenido de mioglobina Alto Bajo
Velocidad de contraccién Lenta Rapida
Actividad ATPasa Baja Alta
Sistema energético predominante Aerbbico Anaerbbico
Contenido de mitocondrias Alto Bajo

(Mordn, 2006)

1.1.1.2. Efectos del entrenamiento fisico sobre las fibras musculares

A pesar de que cierto tipo de fibras predomina en cada musculo, todos se
conforman por una mezcla de éstas; de esta manera el musculo esquelético
realiza diversas tareas, lo cual es muy importante para el rendimiento humano
(Kenney, 2012).

En los deportistas de alto rendimiento que practican disciplinas de resistencia
(maratoén, ciclismo, canotaje o natacién) el porcentaje de fibras tipo | esta en el
rango de 60- 65%; mientras que en los deportistas que practican disciplinas de
fuerza (halterofilia, lanzamiento de bala y jabalina, gimnasia) los musculos que se

utilizan presentan un porcentaje de fibras tipo Il superior a 65% (Moran, 2006).
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2. Ejercicio y metabolismo

Cuando se lleva a cabo el ejercicio, el organismo utiliza diversas vias o rutas
metabdlicas, a partir de las cuales se consigue la energia necesaria para realizar
la funcion deseada. Esta energia se obtiene por medio de la molécula ATP
(adenosin trifosfato), responsable de proveer de energia a las células del

organismo (Trujillo, 2012).

El ATP es la fuente de energia inmediata. Todas las células tienen una
concentracion determinada, pero las reservas se agotan rapidamente por lo que
es necesario regenerarlo. Durante el ejercicio, el musculo debe obtener sustratos
intra y extracelularmente (fosfocreatina, glucégeno, glucosa y acidos grasos) para
generar ATP, y asi satisfacer la demanda energética, es decir transformar la
energia quimica en energia mecanica, que se utilizara en el proceso de la

contraccion muscular (Baker et al., 2010).

Durante el ejercicio se activan dos tipos de metabolismo: el aerdbico y el
anaerobico, y a partir de éstos se despliegan diversas vias para generar el ATP,

como se muestra en la imagen 2.

» Sistemade los fosfagenos
* Glucdlisis anaerdbica

Anaerobico

* Respiracién mitocondrial
{metabolismo de hidratos
de carbonoy lipidos)

Imagen 2.Tipos de metabolismo que actuan durante el ejercicio.

Estas vias energéticas no actuan de manera independiente. Cuando un individuo
realiza ejercicio cada sistema energético converge y contribuye a satisfacer las
necesidades energéticas del organismo. En la imagen 3, se presenta la

predominancia de un sistema energeético sobre otro segun el tiempo en el que se
11



desarrolle el ejercicio, por ejemplo, en una carrera de 100 m predomina el sistema
de los fosfagenos y/o el sistema de glucdlisis anaerdbica o anaerébico l4ctico,
mientras que en una carrera de 10, 000 m el sistema predominante es el aerébico
(Fernandez, 2006).

100
Fosfagenos

Sistema aerdébico

ATP suministrado

Sistema anaerodbico lactico

Tiempo

Imagen 3. Interaccion entre las vias metabdlicas durante el ejercicio (Shoppecum, 2014).
2.1. Vias metabdlicas involucradas en el ejercicio

2.1.1. Sistema de los fosfagenos o fosfocreatina

Los fosfagenos o fosfatos de alta energia, adenosin monofosfato (AMP), adenosin
difosfato (ADP), ATP y fosfocreatina (PCr), son los responsables de proveer
energia a las células de manera inmediata. Al ser una ruta no dependiente del
oxigeno, no es necesario llevar a cabo varias y complejas reacciones metabdlicas

para generar y liberar el ATP, como en otras vias (Baker et al., 2010).
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La generacion de ATP a partir de los fosfagenos se resume de la siguiente

manera:

creatina cinasa

PCr+ADP+ HY —— s ATP + Cr

adenilato cinasa

ADP + ADP ——— > ATP + AMP

AMP desaminasa

AMP + HY —— [MP + NH}

(Baker et al., 2010)
A partir de la via de los fosfagenos, las fibras rapidas del masculo, se estimulan
para realizar la contraccion muscular. Es la via principal al realizar ejercicios
subitos, como golpes, saltos, sprints, giros, etc., pero también se activa cuando el
ejercicio es prolongado. Esta via metabodlica es muy breve, a los cinco segundos
se obtiene su utilizacion maxima, continua teniendo un buen efecto hasta los 10
segundos, pero a los 20 segundos sus reservas se han agotado y tarda alrededor

de 13 minutos en recuperarse por completo (Baker et al., 2010).

2.1.2. Glucdlisis anaerobica o glucdlisis lactica

Conforme el ejercicio continta, la generacién de ATP comienza a depender de la
glucosa y el glucdégeno que se encuentran en el masculo. Esto es resultado de la
respuesta al AMP que se liber6 en la via de los fosfagenos, el calcio y el fosfato
inorganico (Pi) que se encuentran en la célula, ambos generados por la
contraccion muscular que a su vez incrementa la glucosa en sangre. La glucosa
permite obtener energia, tanto en condiciones aerdbicas como anaerébicas (Baker
et al., 2010).

La glucolisis es una via metabdlica que ocurre en el citosol, donde la glucosa pasa
por una serie de reacciones hasta ser convertida en dos moléculas de piruvato y

dos moléculas de ATP, como se muestra en la siguiente ecuacion:

D-glucosa + 2 NAD™ + 2 ADP + 2 Pi = 2 piruvato + 2 NADH + 2 ATP + 2H"+ 2 H,0
(Baker et al., 2010)
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Una parte del piruvato generado se transformara en lactato por medio de la lactato
deshidrogenasa; segun la acidez del medio, el lactato pasard a ser acido lactico,

mismo que estéa relacionado con la fatiga muscular (Baker et al., 2010).

Esta via implica muchas mas reacciones que el sistema de los fosfagenos, por lo
tanto su velocidad de recuperacién de ATP es menor, pero mayor a la tasa de
recuperacion de ATP de la respiracion mitocondrial (Baker et al., 2010). Ver

imagen 4.

Regeneraciondel ATP

4 Beta oxidacion
w
o
3 > Glucaolisis aerobicayciclo
4 de Krebs
B
Q
£
4] 2 hn.n v .
Q
L
A
()
1 Sistema de fosfagenos
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Tasa de regeneracion de ATP (mmol/kg/s)

Imagen 4. Tasa de recuperacion del ATP en los distintos sistemas metabdlicos (Baker et al., 2010).

2.1.3. Via aerGbica o respiracion mitocondrial

Cuando el ejercicio es prolongado (mayor a 20 min), el ATP se genera por medio
del metabolismo oxidativo, los sustratos a partir de los cuales se genera son
principalmente el glucogeno que se encuentra en los musculos, la glucosa y los

acidos grasos libres (Hargreaves et al., 2000).

El piruvato proveniente de la glucdlisis entra a la mitocondria donde se lleva a
cabo el ciclo de Krebs, que posteriormente continuara con la cadena de transporte

de electrones hasta obtener el ATP (Hargreaves et al., 2000).
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El proceso total de obtencion de ATP, a partir de la glucosa, se resume en la

siguiente ecuacion:

Glucosa +6 O, + 32 ADP + 32 Pi=» 6 CO, + 6 H,O + 32 ATP
(Hargreaves et al., 2000)

La oxidacion de los lipidos ocurre dentro de la mitocondria. El acido palmitico es el
principal acido graso que se cataboliza en el masculo, tanto en reposo como en
contraccion. El acido palmitico debe ser activado por la coenzima A para que
pueda entrar a la mitocondria y formar parte de la - oxidacion (Hargreaves et al.,
2000).

En la imagen 5 se presenta un esquema de cOmo ocurren las reacciones
pertenecientes a cada via metabdlica, donde se llevan a cabo, y como es que se

conectan entre si.

Glucdgeno /Glucosa + HPi
Glucadlisis
AlP ADP
GIP —> G6P -~»<<----> Piruvato _-r

~1 S A

Acidos grasos

Citosol 2 HPi + 3 ADP S i R Acetil CoA
/ sk

/l .~ R
Fosfagenos / ! Ciclode
s T : ! ' Krebs !
CrP + ADP + Ht ——> ATP + HPi1 7 X /

7 N 7

ADP + ADP —>ATP + AMP  / ‘""f
/ = M
AMP + H* —> IMP + NHs* ,/ ADP+HP; (], H

. Mitocondria
- ATP

7’
/7

7 H;O ¢<— O +2H* + 2e~

/ Respiracion mitocondrial

Imagen 5. Interaccion de los sistemas energéticos durante la regeneracion de ATP en la célula
muscular (Baker et al., 2010).
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3. La natacion

La natacion es una actividad que consiste en sostenerse y avanzar usando los
brazos y las piernas, sobre o bajo el agua. Puede realizarse como actividad ludica
0 como deporte de competencia. Existen cuatro estilos distintos de nado, libre o

crol, mariposa, pecho y dorso (UNAM deportes, 2016).

Es un deporte que se desarrolla mediante un metabolismo aerdbico, asi como
anaerobico en sus variantes de natacion simple, waterpolo, buceo y nado
sincronizado (Kabasakalis et al., 2014). Ya que se emplean ambos metabolismos,
el consumo energético comienza por el sistema de fosfocreatina, seguido por un
metabolismo anaerdbico de la glucolisis y por ultimo el metabolismo aerdbico
(Pyne et al., 2014).

Los nadadores profesionales entrenan diariamente entre cuatro y cinco horas,
tiempo en el que realizan ejercicio fuera y dentro del agua para potenciar el
desarrollo neuromuscular, la resistencia muscular, estabilidad del cuerpo,
flexibilidad, y equilibrio emocional. El entrenamiento constante y una dieta
adecuada, son la clave para promover el desarrollo de un atleta (Pyne et al.,
2014).

A nivel mundial la natacién y su competicion estd regulada por la Federacion
Internacional de la Natacion (FINA); en México, el organismo responsable de este
deporte es la Federacion Mexicana de Natacion (FMN), cuyo objetivo es
“garantizar el adecuado desarrollo y el orden de las especialidades acuaticas a
nivel nacional” (FMN, 2016).

4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre los antioxidantes y los oxidantes del
organismo a favor de los oxidantes, que normalmente son radicales libres,
especies reactivas del oxigeno (EROs) y/o especies reactivas del nitrégeno
(ERNSs) (Djordjevic et al., 2012).
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4.1. Radicales libres y especies reactivas del oxigeno

Un radical libre se define como un atomo, o grupo de atomos, que puede existir
independiente y contiene un electron desapareado dentro de su estructura, lo que

le confiere una gran inestabilidad (Fernandez et al., 2009).

En los organismos de metabolismo aerdbico las especies reactivas de mayor
importancia son aquellas que se forman durante el metabolismo del oxigeno
(EROs), los cuales incluyen iones del oxigeno, radicales libres y peréxidos, como

se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Especies reactivas provenientes del oxigeno

Especie reactiva Abreviatura
oxigeno singulete 0,
ion superéxido 05~
radical hidroxilo HO®
radicales alcoxi y peroxi RO® y ROO®
radical peroxilo ROOH*
perdxido de hidrogeno H,0,

(Ferndndez et al., 2009)

Existen dos formas de generacion de EROs: 1) La forma regulada, que ocurre
normalmente durante la respiracion, proceso bioquimico en el cual el oxigeno que
entra al organismo pasa por una serie de vias metabdlicas (ciclo de Krebs, cadena
de transporte de electrones), mismas que generan como productos principales el
CO,, H,O y ATP, y como subproductos generan EROs (Galvan et al., 2008); y 2)
la formacion no regulada, que depende de factores ambientales, el ejercicio, la

dieta, el medio ambiente, los habitos, enfermedades etc. (Fernandez et al., 2009).

En condiciones normales siempre hay una carga pequefia de radicales libres en
las células del organismo, generando un ambiente oxidativo, que es una condicion
esencial para que los fagocitos (macrofagos y neutréfilos) puedan desarrollar su
funcién. Cuando un fagocito actla sobre una bacteria, su consumo de oxigeno

aumenta; el incremento en el consumo de oxigeno recibe el nombre de estallido
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oxidativo, por lo que se producen EROs con efectos antimicrobianos (Fernandez
et al., 2009).

4.1.1. Formacién de especies reactivas del oxigeno y el ejercicio

Realizar ejercicio moderado (<75% VO.may'), genera radicales libres, esto estimula
al sistema antioxidante del organismo (Coérdova et al., 2015), sin embargo se ha
demostrado que al realizar ejercicio de manera intensa (>80% VO:zmax), puede
propiciar la generacion de radicales libres en mayor concentracion en el
organismo, lo que conlleva a un estrés oxidativo, ocasionando dafio celular, fatiga
y pérdida de fuerza muscular. Esto también depende de la duracion, el tipo de
ejercicio, la edad, el sexo, la alimentacion y el ambiente en el que se realiza el

ejercicio (Fernandez et al., 2009).

Cuando se lleva acabo ejercicio aerébico, hay un consumo constante de oxigeno,
y por lo tanto aumenta la concentraciéon de EROs en la células, debido a que el
oxigeno actla como aceptor de electrones al final de la cadena de transporte de
electrones, dando como productos finales moléculas de agua, radicales libres y
perdxidos, como: 057,0H* y H,O, (ver imagen 6). Como resultado se estimula el
aumento de antioxidantes intracelulares y la capacidad enzimatica antioxidante
(Fernandez et al., 2009).

succinato

fumarato

2H* H+ H+
0,3 0; 3 H,0, 3 -OH23 H,0
oxigeno anién perdxido de H.O radical agua
superoxido hidrégeno 2% hidroxilo

Imagen 6. Esquema de la cadena de transporte de electrones (Cascales, 2008).

! VO,max: cantidad maxima de O, que el organismo puede transportar en un minuto (Myers et al., 2017)
18



En el caso del ejercicio anaerdbico, la redistribucion del flujo sanguineo hacia el
musculo en contraccion y hacia los tejidos prioritarios como el corazén y el
cerebro, ocasiona que otros 6rganos sean sometidos a periodos de hipoxia
(disminucion de O, en la sangre, células y tejidos del organismo). Al finalizar la
contraccion muscular los tejidos hipoxicos vuelven a recibir el flujo sanguineo de
forma brusca, por consiguiente, reciben una gran cantidad de oxigeno, lo que

causa una mayor generacion de EROs (Galvan et al., 2008).

Durante la contracciéon muscular, la produccién intracelular de las EROs, aumenta
de dos a cuatro veces mas de lo normal. La generaciébn de EROs ocurre en las
células del masculo esquelético, en las células endoteliales y los eritrocitos, estas
células tienen una membrana permeable, por lo tanto, se puede efectuar una
difusién de las EROs que se encuentran en el plasma hacia el interior de las

células y viceversa (Galvan et al., 2008).

4.2. Lipoperoxidacion y marcadores del dafio oxidante

La peroxidacion lipidica es un proceso degenerativo que ocurre en condiciones de
estrés oxidativo, dafiando las membranas celulares, lipoproteinas y otras
estructuras que contienen fosfolipidos insaturados, glucolipidos y colesterol. El
resultado es un incremento en la formacién de productos primarios (dienos
conjugados e hidroperéxidos) y secundarios (aldehidos, malonaldehido, etanos, y
hexanos, entre otros.) (Fernandez et al., 2009). En la imagen 7 se presentan las
etapas en las que se clasifica la oxidacién lipidica, como es que se lleva a cabo y

como es que se forman los productos mencionados con anterioridad.

El estrés oxidativo puede ser evaluado a través de la determinacion de la
peroxidacion lipidica y de la actividad del sistema antioxidante. La primera implica
la valoracion plasmatica de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), la
medicién de alcanos exhalados (etano, propano y metano) y la oxidacién del
plasma (oxidacion de lipoproteinas de baja densidad). La segunda esta
relacionada con la determinacion de las enzimas y moléculas antioxidantes en el
plasma (Souki et al., 2007).
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El ejercicio puede inducir una produccion exacerbada de 057, conduciendo
también a un incremento subsiguiente de H,O, y HO®, especies que inician el

proceso de peroxidacion lipidica (Fernandez et al., 2009).

RH
(07 ....w Dimeros; polimeros;
ROO =" peroxidos ciclicos,
Iniciacién compuestos hidroperdxido
Propagacién |
Escisidn

’ |

Compuastos aldehidos, cetonas,
ciclicos y aciclicos ROOH | hidrocarburos, furanos, acidos

b‘b OH
Dimeros compuestos ceto, hidroxi y epoxi
ROOR, ROR *

escisiﬁn
Aldehidos Radicales alquilo Semialdehidos u oxoéstares
O
0. condensacion 2
" hidrocarburos
ROOH
terminal
hidrocarburos ' v
aldehidos més cortos hidrocarburos
4cidos aldehidos
epbxidos alcoholes

Imagen 7. Diagrama de la oxidacion lipidica (Wasser, 1996).
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5. Sistema antioxidante

Un antioxidante es un &tomo, molécula, o compuesto que captura, suprime,
transforma o bloquea a las especies reactivas, evitando o minimizando el dafio
oxidativo que pueden llegar a ocasionar, ya sea al interactuar directamente con el
oxidante, o al interferir en la cadena de reacciones que conducen al dafio de
sustratos tales como lipidos, proteinas, hidratos de carbono o el ADN (acido

desoxirribonucleico) (Fernandez et al., 2009).

El sistema de defensa antioxidante de las células, constituye un mecanismo
adaptativo de gran relevancia y puede ser clasificado en dos grupos, el de
antioxidantes endbégenos que consta de las enzimas: superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), entre otras; y el de
compuestos no enzimaticos o exdégenos como glutation (GSH) y la vitamina Ey C
(Souki et al., 2007).

En la imagen 8 se observa como los antioxidantes celulares (enzimaticos y no

enzimaticos) actaan.

0,
-«
DEFENSAS P
catalasa s HO
* Mitocondria o GPX_~/ ./S;\ =
(cadena Tag / i GSSG
respiratoria) i @ H
* Sistema P-450 c:)'(?::;as - e v vitamina E
reductasa \  / : / L !
* Xantina oxidasa \i 7 que/anles / b otstalna \
/ \

* NADPH oxidasa SOD v

* Semiquinonas uinonas_ , — ‘
» I<—>- —Quinenas |, [y |

Fe, Cu| | |

\ - /
/ LESION /
NO: ——— peroxinitrito — / A | esiones al DNA

3 Peroxidacién lipidica |

\
\

\
\.

N
\\’\’

/
/

Radiaciones ionizantes
H,0 —— Oxidacién de proteinas

Imagen 8. Mecanismo de accion del sistema antioxidante (Cascales, 2008).
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5.1. Antioxidantes enzimaticos

Las enzimas antioxidantes incluyen a la SOD, CAT y GPx.

5.1.1. Superoxido dismutasa

Pertenece a una familia de enzimas que tiene como cofactores atomos de hierro,
zinc, cobre o manganeso, dependiendo del origen celular. La primera SOD (SOD1
o Cu/Zn-SOD) tiene como cofactor al cobre y zinc, y se encuentra en el
citoplasma, el nacleo y la membrana externa mitocondrial. El segundo tipo de SOD
(SOD2 o MnSOD), tiene como cofactor un a&tomo de manganeso y se encuentra
en la membrana interna mitocondrial; y por ultimo la tercera SOD tiene asociado
un atomo de cobre y uno de zinc (SOD3), se encuentra fuera de la célula en la

matriz extracelular (Konigsberg, 2008).

Esta familia de enzimas se encarga de catalizar la dismutacion del i6n superéxido

en oxigeno y peroxido de hidrégeno (Galvan et al., 2008).

SOD
205"+ 2HY— H,0, + 0,

5.1.2. Catalasa

Es una enzima antioxidante que se encuentra en mayor concentraciéon en los
peroxisomas. Su funcién es muy importante ya que utiliza el H,O, como sustrato,

transformandolo en H,O y O, de manera muy rapida (Koolman, 2005).

CAT
HZOZ — 2H20 + 02

5.1.3. Glutatién peroxidasa

La GPx es una enzima localizada a nivel del citosol, la mitocondria y la membrana
celular. Cataliza la reaccion de la reduccion del H,O, en H,O y de hidroperoxidos
(ROOH) en H,0 y alcohol (ROH). En su reaccion antioxidante utiliza GSH y lo
transforma en glutation disulfuro (GSSG). Para que este ciclo se complete es
necesaria la presencia de la glutation reductasa (GR) responsable de convertir el
GSSG nuevamente en GSH. La actividad de estas enzimas esta regulada por el

22



selenio y la riboflavina, mismos que actian como cofactores (Fernandez et al.,
2009). Ver imagen 9.

GPx
H,0, + 2 GSH — GSSG + H,0
GPX
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

La diferencia entre la GPx y CAT, radica, principalmente, en que la CAT tiene
como sustrato al H,O,, mientras que la GPx, ademas del H,0O,, utiliza al GSH.
Ademas la GPx tiene una mayor afinidad por el H,O, cuando éste se encuentra en
concentraciones bajas, en tanto que la CAT presenta una mayor afinidad cuando

se encuentra en concentraciones elevadas (Fernandez et al., 2009).

5.2. Antioxidantes no enzimaticos

Existe una gran variedad de compuestos antioxidantes los cuales no son
enzimaticos, que pueden actuar a nivel intracelular, extracelular o ambos, como la
lactoferrina, albumina, glutatién, tocoferoles, metionina, selenio, entre otros
(Muller, 2008).

El GSH es un tripéptido constituido por los aminodacidos: cisteina, glutamato y
glicina. Es sintetizado en el citoplasma celular. Destaca su funcion como
antioxidante, es parte importante de la detoxificacibn de xenobidticos; y también

actua en el transporte de cisteina (ciclo y-glutamil) (Martinez et al., 2011).

Su concentracion celular es dependiente de la actividad metabdlica del tejido, y su
importancia radica en que actla de tres formas: a) reaccionando directamente con
diferentes radicales libres como un dador de electrones; b) sirviendo como
sustrato para la GPx en su reaccion antioxidante y c) reduciendo las formas

oxidadas (Fernandez et al., 2009).

Durante la detoxificacion de las EROs, el GSH esta involucrado en dos tipos de
reacciones. La primera es la interaccion no enzimatica con radicales como él 05",
oxido nitrico (NO) y HO*. La segunda forma es proporcionando un electron para la

reduccion de ROOH en la reaccion catalizada por la GPx. El producto final de la
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oxidacion de GSH es GSSG, constituido por dos moléculas de GSH unidas por un
puente. El GSH es regenerado por la GR, enzima que transfiere electrones del
NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) al GSSG, reduciendo esta
molécula. Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR el glutation no es
consumido, pero es reciclado y asi puede ser utilizado de nuevo cuando se

requiera, como se presenta en la imagen 9 (Martinez et al., 2011).

Glutatién reducido
(2 GSH)
NADP* , H0,
| Glutatién| reductasa Glutatién|peroxidasa |

Rivoflavina
(FAD)

NADPH + H' ¥ H,0
Glutation oxidado

(GSSH)

Selenio

Imagen9.Mecanismo de accion del glutation y la glutation peroxidasa en la célula.

Otros antioxidantes no enziméticos son el a- tocoferol (vitamina E) y el &cido L-
ascorbico (vitamina C). El a- tocoferol, es el principal antioxidante liposoluble que
protege a la célula de los radicales libres; su funcion principal es atacar a las
EROs, y proteger a los acidos grasos insaturados de la oxidacion lipidica. El acido
L- ascorbico es un potente antioxidante hidrosoluble, actia como secuestrador de
EROs y ERNSs, y tiene la capacidad de regenerar antioxidantes de bajo peso
molecular como el a- tocoferol, el GSH y el B-caroteno (Konigsberg, 2008).
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6. Nutricion

Llevar una dieta en la cual se incluya una ingesta variada de frutas y vegetales,
protege al organismo del estrés oxidativo debido a su elevado aporte de nutrientes
con funciones antioxidantes. Al contrario, una dieta con escasa variedad y
cantidad de frutas y vegetales, que en lugar de esto aporte un exceso de calorias,
sal y grasas saturadas, incrementa el riesgo de favorecer la formacion de radicales

libres en el cuerpo (Fernandez et al., 2009).

Una buena alimentacion incide directamente en la salud de cualquier persona, sin
embargo, para un atleta se torna determinante, ya que de como y de qué se

alimente dependera su rendimiento (Popp et al., 2011).

Llevar una buena alimentacién no es suficiente para cumplir con las exigencias
energéticas de un atleta, por lo que es necesario recurrir a la ingesta de
suplementos o complementos, segun sea el caso, que le ayuden a mejorar su
alimentacion. Los suplementos y complementos deben cumplir con los criterios
establecidos por las organizaciones deportivas que norman y/o regulan el

consumo de sustancias permitidas (Braakahuis et al., 2015).

El objetivo de los suplementos alimenticios, también llamados suplementos
dietéticos o nutricionales, es aportar los nutrientes que pueden no ser consumidos
en cantidades suficientes. En tanto los complementos alimenticios son
compuestos que ayudan a establecer niveles de deficiencia de algunos nutrientes,
cuyo aporte es insuficiente en la dieta (FDA, 2017; NOM-251- SSA1- 2009).

En los dltimos afios se ha descubierto que algunas sustancias ademas de sus
propiedades nutricionales, tienen la capacidad de mejorar o mantener la salud del
organismo, y son conocidos como compuestos nutracéuticos (Chahuan et al.,
2013).
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6.1. Compuesto nutracéutico

El término nutracéutico proviene de “nutricion” y “farmacéutico”, y fue creado en
1989 por el Dr. Stephen Defelice, presidente de la Fundacién para la Innovacion
en Medicina (Foundation for Innovation in Medicine, FIM), en Cranfor, Nueva
Jersey, Estados Unidos (Chahuan et al., 2013).

Un nutracéutico es un compuesto o nutriente que provee beneficios a la salud, ya
sea previniendo o ayudando en el tratamiento de algun padecimiento, asi como
para mantener un estado 6ptimo de salud. Forma parte de la matriz alimentaria y
actlan como agentes activos, tal como: una vitamina, mineral, algdn compuesto

botanico, aminoacidos, acidos grasos, etc. (Chauhan et al. 2013). Ver tabla 3.

Los nutracéuticos pueden ser aislados de los alimentos que los contienen y se
comercializan en forma de polvo, de tableta, de capsulas, o en forma liquida para

obtener sus beneficios (Valenzuela et al., 2014)
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Tabla 3. Ejemplos de nutracéuticos, donde se encuentran y su funcion tienen en el organismo

Nutracéutico

Fuente

Funcion

Vitamina A (retinol)

Vitamina E

(o tocoferol)

Quercetina

Resveratrol

Polifenoles

Licopeno

Omega 3
Acido

decosahexaenoico
(DHA)

Isoflavonas

Zanahoria, mango, camote
amarillo, calabaza naranja, higado,

cianobacterias

Alimentos de hoja verde, yema de

huevo y semillas oleaginosas

Cebolla morada, manzana y

alcaparras

Uvas, arandanos, frambuesas,

moras

Uva, vino tinto, jamaica, arandano,
cerezas, chabacano, espinaca,

manzana, ajo, maiz azul, té verde

Jitomate, toronja, sandia

Linaza, aceite de pescado,

cianobacterias chia

Pescados de agua fria, algas,

cianobacterias

Soya y leguminosas

Accién antioxidante, prevencion de

cancer y afectaciones visuales

Accion antioxidante, prevencion del
Parkinson, prevencion de accidentes

cardiovasculares

Accidn antioxidante, accién
antihistaminica, prevencion de
accidentes cerebrovasculares

Accién antioxidante, prevencion de
cancer, prevencion de accidentes

cardiovasculares

Accidn antioxidante, accion
vasodilatador, prevencién de céancer ,

disminuye el colesterol

Prevencion de cancer de préstata y
pulmén, prevencion de enfermedades

visuales

Prevencion de accidentes

cardiovasculares

Esencial en el funcionamiento
cerebral, previene Alzheimer,
previene accidentes cardiovasculares

Prevencion de cancer de mama,
osteoporosis y tratamiento para el

sindrome postmenopausico

(Chauhan et al., 2013)
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6.1.1. Regulacién de los nutracéuticos

En la actualidad los nutracéuticos constituyen un segmento importante en la
industria de los alimentos, ya que su consumo ha aumentado considerablemente
en los ultimos afos. Sin embargo, su origen natural proveniente de algun alimento
hace un poco dificil su regulacién, si bien no son considerados medicamentos, son
compuestos a los cuales se les deben realizar pruebas toxicologicas y evaluar sus

efectos en el organismo humano (Rodriguez et al., 2012).

La FDA (Food and Drug Administration) es la institucion encargada de regular en
Estados Unidos el uso y consumo de este tipo de compuestos. A través de la Ley
de Educacion y Salud de los Suplementos dietéticos (Dietary Supplement Health
and Education Act from 1994 “DSHEA’), establece que es responsabilidad del
fabricante asegurarse de la inocuidad del nutracéutico antes de su
comercializaciéon, asi como de que la informacién en la etiqueta del producto no
sea engafiosa. Sin embargo los fabricantes no estan obligados a registrar sus
productos ante la FDA, pero esta instancia normativa, si esta autorizada a tomar
medidas sobre los productos nutracéuticos en cualquier momento (FDA, 2016).

En la Unidn Europea la institucion encargada de regular los nutracéuticos es la
Autoridad Europea de la Seguridad Alimentaria (European Food and Safety
Autorithy “EFSA”) a través de la Ley directiva 2002/46/CE del Parlamento Europeo
y del Consejo del 10 de junio de 2002, relativa a la aproximacién de las
legislaciones de los Estados miembros en materia de complementos alimenticios.
En la cual se establece que toda sustancia que promueva la buena salud del
individuo, debe estar probada con anterioridad y asegurar su inocuidad (EUR- Lex,
2002; EFSA, 2017,).
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7. Spirulina maxima

La Spirulina maxima (Arthospira) es una cianobacteria, perteneciente a la familia
Oscilatoriaceae. Se sabe que en la época prehispanica, los aztecas la consumian
como parte de su dieta basica y que provenia del Lago de Texcoco. En la
actualidad se ha identificado a la Spirulina maxima como un excelente suplemento
y complemento alimenticio por su alto contenido proteinico (60-70% p/p). Contiene
todos los aminoacidos esenciales, ficobiliproteinas, las cuales son las principales
en otorgarle su caracter de nutracéutico; ademas, es rica en omega 3 y 6, aporta
acidos grasos esenciales, siendo el principal el y-linoleico; vitaminas como el B-

caroteno, y compuestos inorganicos (Wu et al., 2016).

En las tablas 4 y 5 se presentan respectivamente el andlisis proximal de la
Spirulina maxima y algunos de los principales compuestos que posee asi como los

efectos que tienen sobre el organismo humano.

Tabla 4. Andlisis proximal de la Spirulina maxima

Componente Contenido (%)
Proteina 63.3-71.0
Lipidos 4.3
Hidratos de carbono 17.8
Cenizas 6.0-7.0
Fibra cruda 0.5-1.2
Humedad 4.0-8.3

(Gutiérrez et al., 2015)
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Tabla 5. Compuestos que contiene la Spirulina y los efectos que tienen sobre la salud

Compuesto Funcion
Ficocianina Antioxidante, anticancerigeno, antiinflamatorio
B-caroteno Antioxidante, anticancerigeno, inmunomodulatorio, antiinflamatorio
Polisacaridos Antioxidante, anticoagulante, anticancerigeno, antiinflamatorio,
sulfatados inmunomodulatorio, antiviral, antihiperlipidemico, antihepatotoxico

. o Antibacterial, antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, antifibrético,
Acido y- linoléico o )
antiangiogenico

Sulfolipidos Antiviral, anticancerigeno, antiinflamatorio

(Wu et al., 2016)

Por su perfil nutricional, la Spirulina (maxima o platensis) es de gran interés para la
investigacion cientifica. Existen diversos estudios en los cuales se ha determinado
gue su consumo puede tener efectos beneficios, tanto en humanos como en
animales; algunos de estos efectos son: antioxidante, antiinflamatorio,
inmunomodulatorio, hipolipemiante, anticarcinogénico, antiviral, antibacterial,
antiparasitario, hepatoprotector., Ademas puede generar efectos positivos contra:
la hiperlipidemia, malnutricion, diabetes, e intoxicacion por metales pesados
(Chamorro et al., 2015; Wu et al., 2016).

La Spirulina maxima tiene tres tipos de ficobiliproteinas: aloficocianina, C-
ficocianina (17.2%) y ficoeritrina. Estas proteinas presentan color debido a los
grupos prostéticos que tienen, los cuales constan de una cadena abierta de
tetrapirroles cromoéforos. En general estos compuestos presentan un efecto
antioxidante, disminuyendo la intensidad del estrés oxidativo y manteniendo el

equilibrio REDOX de las células del cuerpo (Glazer, 1985).

En la imagen 10 se presenta la estructura de la ficocianina, es una biliproteina que
se extrae de las algas verdeazules como la Spirulina maxima. Esta proteina porta
tres grupos cromogénicos por unidad monomérica, los cuales poseen una
estructura muy similar a la de la bilirrubina, que es un reconocido antioxidante
endogeno. Por otra parte, se conoce que derivados de las porfirinas, como la

clorofila alfa, presentan propiedades antioxidantes. Recientemente se ha
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reportado que la ficocianina tiene propiedades antioxidantes, pues es capaz de

secuestrar radicales hidroxilo y alcoxilo (Romay et al., 2001).

COOH COOH

Imagen 10. Estructura de la ficocianina (Universidad Complutense).

Debido a los atributos nutricionales antes descritos, se supone que el consumo
recurrente de la Spirulina maxima, puede incidir positivamente en el rendimiento
de los deportistas que la consuman como complemento alimenticio (Ramirez et
al., 2006; Torres et al., 2012; Wu et al., 2016).

A la fecha no hay evidencia registrada de efectos téxicos, y su origen natural la
hace aun mas atractiva. Se han registrado estudios en los que se consumieron
dosis de hasta 10 g/d de Spirulina maxima o platensis y no se presentaron efectos
adversos; ademas en algunas regiones de Africa las tribus nativas llegan a
consumir 40 g/d de Spirulina platensis sin presentar efectos adversos (Chamorro
et al., 2015).

En 2012 la FDA declar6 por medio de la divisibn de biotecnologia y revision
GRAS, que la Spirulina maxima es considerada un alimento GRAS por sus siglas
en inglés (Generally Recognized as Safe), que en espafiol quiere decir
“Generalmente Reconocidos como Seguros”. Para que una sustancia sea GRAS,
los datos cientificos y la informacion sobre el uso, debe ser ampliamente conocido
y tiene que haber un consenso entre los expertos de que esos datos e informacion
establecen que la sustancia es segura en las condiciones de su uso previsto (FDA,
2014).
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ll. Hip()tesis

La Spirulina maxima mejorara el estado antioxidante de nadadores entrenados.

IV. Objetivos

1. Objetivo general

Determinar el efecto de la Spirulina maxima sobre el estado antioxidante del

plasma sanguineo de nadadores entrenados.
2. Objetivos particulares

2.1. Determinar la actividad de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en
plasma.

2.2. Determinar la concentracion de GSH en plasma.

2.3. Determinar la concentracion de los productos finales de oxidacién de
lipidos (TBARS) en plasma.
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V. Diseﬁo del experimento

El proyecto es un estudio aleatorizado ciego simple. Se selecciond una muestra de
hombres, pertenecientes al Equipo Representativo de Natacion de la UNAM,
Alberca Olimpica 1968, C.U.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
1) Ser sujetos sanos.
2) No fumar.
3) No consumir drogas.
4) No consumir suplementos alimenticios.
5) No realizar otras actividades deportivas.
6) No presentar efectos adversos a la Spirulina maxima.

La muestra de estudio consider6 a 14 nadadores, entre el rango de edad de los 10
a los 28 afios; esta muestra se clasific6 en dos grupos. El grupo A, conformado
por siete participantes que consumieron Spirulina maxima? en tabletas de 500 mg,
y el grupo B, integrado por los otros siete nadadores, que consumieron un placebo
(glucosa/ celulosa 2:1, p/p). Para diferenciar ambos grupos se asignaron claves
disefiadas a partir de las iniciales del nombre de cada participante, la letra N de la
palabra nadador, la letra del grupo correspondiente, A o B, y el nUmero designado

de participante.

Ejemplo: Diego Alfredo Gomez Espinoza > GOEDNAL.

Previo al tratamiento se obtuvieron muestras de sangre de cada participante. Las
muestras se tomaron en las instalaciones de Medicina del Deporte de la UNAM, se

recolectaron en tubos vacutainer con heparina, que actia como anticoagulante,

2Spirulina maxima marca Alimentos Esenciales para la Humanidad (AEH)
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con el fin de obtener el plasma necesario para las determinaciones enzimaticas
(SOD, CAT y GPx), GSH y productos finales de oxidacion (TBARS), estas pruebas
se llevaron a cabo en el laboratorio 10, del Departamento de Bioquimica, de la

Facultad de Medicina.

El periodo de tratamiento duré 12 semanas, los participantes consumieron 12
tabletas al dia (cuatro tabletas en el desayuno, cuatro en la comida y cuatro en la
cena), lo que corresponde a una dosis de 6 g/dia; siendo de placebo o de Spirulina

maxima pura.

Una vez que concluyé la etapa de tratamiento, se tomo otra muestra de sangre de
la misma manera en que se hizo al inicio y se volvieron a realizar las mismas
determinaciones bioquimicas, con el fin de comparar ambas muestras y establecer
si el estado antioxidante de los participantes presentd algiin cambio después del

tratamiento.
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Diagrama del diseiio de experimento
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VI. Metodologia

1. Técnicas Bioquimicas
1.1. Enzimas
1.1.1. Superoxido dismutasa

Se determind por el método modificado de Kono, el cual se fundamenta en la
inhibicion de la reduccion del cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT) durante el
proceso de autooxidacion de la hidroxilamina en un medio alcalino. La reduccién
del NBT sera inhibida por la SOD. La actividad enzimatica se determina a 560 nm.
(Kono et al., 1977).

1.1.2. Catalasa

Se determind por el método modificado en plasma, de Aebi. Esta técnica se
fundamenta en la desaparicion del H,O, al reaccionar con la CAT en medio

fisioldgico; a una longitud de onda de 240 nm (Aebi et al., 1984).

1.1.3. Glutatién peroxidasa

Se determiné la actividad de esta enzima con base en el método de Wendel, que
mide la desaparicion del NADPH a 340 nm. Esta técnica se fundamenta en el ciclo
de produccion de GSH y la relacion entre el consumo de NADPH y el aumento en
la actividad de la GPx (Wendel, 1984).

1.2. Compuestos no enzimaticos
1.2.1. Glutatién (GSH)

Se determind por el método de Ellman, por medio de una curva estandar de
glutation a 412 nm, donde se determina el glutation derivatizado con acido [5,5'-
ditiobis-(2-nitrobenzoico)] (DTNB) (Ellman et al., 1959).
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1.2.2. Productos finales de oxidacion TBARS (sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico)

Se determiné por el método reportado por Puntel. Este método se fundamenta en
la reaccion entre los aldehidos generados a partir de la lipoperoxidacion (el
malonaldehido (MDA) es el mas representativo) que se encuentran en la muestra
y el acido tiobarbiturico (TBA); al reaccionar estos dos compuestos se genera un
aducto MDA- TBA. La concentracion de MDA en plasma se determina a 532 nm
(Puntel et al., 2007).

La descripcion del procedimiento seguido en cada técnica se encuentra en el

Anexo 1.

2. Tratamiento de datos

Los datos se procesaron de diferente forma dado que este estudio fue piloto

aleatorio, ciego simple, como:

2.1. Datos crudos de los cuatro grupos diferentes (placebo inicial, placebo final,
Spirulina inicial, Spirulina final).

2.2. A (incremento o decremento) entre los resultados antes y después del
tratamiento.

2.3. El porcentaje al que corresponde el A.

3. Estadistica

Se realizaron las pruebas de normalidad de Courtosis y Kolmogorov Smirnof.
Dado que los resultados son referentes a un estudio piloto, los resultados estan
expresados como media + ES (error estandar), se utilizaron pruebas estadisticas
para resultados no paramétricos (t-Student no paramétrico y Kruskal Wallis) con

una p <0.05.

Para el andlisis estadistico y los graficos se utilizd el paquete estadistico
GraphPad PRISM 5.
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VII. Resultados

Los resultados obtenidos de las pruebas bioguimicas se presentan a continuacion:

1. Enzimas
1.1. Superoxido dismutasa

Se encontro una diferencia significativa en los tres tipos de tratamiento de datos
(datos crudos, Ay % de A) de la SOD (ver imagen 11). Para datos crudos se
realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis, los resultados estadisticos arrojan una
diferencia significativa entre placebo inicial y placebo final y, entre Spirulina inicial
y Spirulina final. Los otros dos tratamientos de datos se evaluaron por una t de
Student no paramétrica. Tanto en el A, como en el % de A se observé un
decremento de la actividad, pero, la diferencia fue mayor en el grupo que

consumié placebo.

1.2. Catalasa

En la imagen 12 se observan los resultados de la determinacion de CAT, donde
anicamente se encontré diferencia significativa en el primer tratamiento de datos
grafico a), analizados por una t de Student no paramétrica entre tratamientos, es
decir: placebo inicial contra placebo final y Spirulina inicial contra Spirulina final;
encontrando que solo hay diferencia entre el placebo inicial y el placebo final. Al
igual que la SOD la CAT disminuy6 su actividad enzimatica en ambos grupos, y

nuevamente el grupo placebo presentd una disminucién mayor.

1.3. Glutatién peroxidasa

La imagen 13 corresponde a los resultados de la GPx, unicamente se encontro
diferencia significativa en el tratamiento de datos de porcentaje de A entre la
Spirulina maxima y el placebo, los cuales se analizaron por medio de una t de
Student no paramétrica. En este caso, la actividad enzimatica de la GPx aumenté
en el grupo que consumié la Spirulina maxima y disminuy6 en el que consumié

placebo.
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Imagen 11. a) Actividad enzimatica de SOD en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina
maxima y placebo) antes y después del tratamiento. b) A de la actividad enzimdtica de SOD en
plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo. c) % de A de la actividad
enzimatica de SOD en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). Valores

reportados como: media + ES.

39



Actividad de catalasa

a)
2.0 p=0.048
©
g —_
& 1.54
o
-
£ 1.0 i |
£ 1
S
x 0.5 pr 22
0ol B .
~ X
& &
< (9
T <®
t-Student no paramétrica p< 0.05
b) A de actividad de catalasa
00 T PR e
2
E. 0.4'
-l
£ 0.6
g
(S] —_—
X 0.8 —
1.0 T T
Placebo Spirulina
% A de actividad de catalasa
c) 300
200-
<
X

1004

Placebo Spirulina

Imagen 12. a) Actividad enzimatica de CAT en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina
maxima y placebo) antes y después del tratamiento. b) A de la actividad enzimatica de CAT en
plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). ¢) % de A de la actividad
enzimatica de CAT en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). Valores

reportados como: media + ES.
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como: media + ES.
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Imagen 13. Actividad enzimatica de GPx en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima
y placebo) antes y después del tratamiento. b) A de la actividad enzimdtica de GPx en plasma,
comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). c) % de A de la actividad enzimatica de

GPx en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). Valores reportados
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2. Compuestos no enzimaticos
2.1. Glutation

Los resultados de la concentracion de GSH en plasma se presentan en la imagen
14, en la cual se observa una diferencia en el primer tratamiento de datos,
analizados entre grupos (placebo inicial contra placebo final y Spirulina inicial
contra Spirulina final) por medio de una t de Student no paramétrica. En el grafico
a) hay una disminucién en la concentracion de GSH en el plasma del grupo
placebo, mientras que hay un aumento en el grupo que consumio Spirulina

maxima.

2.2. Especies reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARS)

En la imagen 15 se presentan los resultados de la concentracion de TBARS en
plasma. Se encontré una diferencia significativa en los tres tratamientos de datos;
cada tratamiento se analizé por una t de Student no paramétrica. Los resultados
indican que en ambos grupos hubo un descenso en la concentracion de TBARS,
sin embargo, esta disminucion es mayor en el grupo que consumio Spirulina

maxima.
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Imagen 14. a) Concentracidon de GSH en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima
contra placebo) antes y después del tratamiento. b) A de la concentracién de GSH en plasma,
comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). c) % de A de la concentracidn de GSH en
plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). Valores reportados como: media

+ ES.
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media + ES.
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Imagen 15. a) Concentracién de TBARS en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima'y
placebo) antes y después del tratamiento. b) A de la concentracién de TBARS en plasma,
comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). c) % de A de la concentracién de TBARS

en plasma, comparando ambos grupos (Spirulina maxima y placebo). Valores reportados como:
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VIII. Discusién

De manera general, las primeras enzimas en actuar contra el ataque de las EROs
son la SOD y la CAT. Se esperaba que la actividad en plasma de estas enzimas
aumentara en los participantes que consumieron Spirulina maxima ya que de
acuerdo a varios autores, se ha encontrado que estas enzimas aumentan de
manera significativa al consumir Spirulina platensis (Qing et al., 2003; Lu et al.,
2006; Abd EI-Baky et al., 2009).

Douglas Popp et al., (2011) estudiaron la respuesta antioxidante en plasma de 14
jugadores de handball (sin consumir algun antioxidante), se encontré que la
actividad de la SOD en plasma aumentaba, pero la actividad de CAT y GPx
disminuia significativamente después de jugar un partido de handball; esto se
justificé porque la cantidad de H,O, generado por la actividad de la SOD, fue tan

alta que inhibié la actividad de las otras dos enzimas (Popp et al., 2011).

Djordjevic et al., (2012) realizaron un estudio para determinar los efectos del
ejercicio sobre el sistema antioxidante en jugadores de handball (sin consumir
ningun tratamiento antioxidante), se observé que la SOD disminuyé en el plasma
de los jugadores mientras que el resto de las enzimas (CAT y GPx) no
presentaron ningdn cambio significativo; lo cual se justificO explicando que el
ejercicio ocasiondé un desbalance en el sistema antioxidante, agotando las

reservas antioxidantes del organismo (Djordjevic et al., 2012).

En los resultados obtenidos en el presente estudio, se observa que la actividad de
SOD, asi como de CAT, disminuy6 tanto en los participantes que consumieron
Spirulina maxima como en los que no lo hicieron. Es muy claro que la disminucion
en la actividad de ambas enzimas es mayor en el grupo de participantes que

consumieron el placebo.

Es posible que en este estudio haya ocurrido algo similar a lo que sucedié en el

estudio de Dijordjevic; probablemente la dosis de Spirulina maxima que
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consumieron los participantes no fue suficiente para combatir la cantidad de
radicales libres generados por el ejercicio, lo que ocasioné un desbalance en el
sistema. Sin embargo el efecto antioxidante o precursor del sistema antioxidante
que se esperaba de la Spirulina maxima esta presente, ya que el grupo que la

consumié presento una disminucion menor que el grupo placebo.

La CAT y la SOD no son las Unicas enzimas en actuar contra los radicales libres
que se generan en el organismo. La evidencia nos indica que la actividad
enzimatica de la GPx aumenté de manera significativa en el grupo que consumio
Spirulina maxima, mientras que disminuyé en el grupo que consumio placebo.

Esto mismo ocurrié con la concentracion de GSH en plasma.

Bermejo et al., (2008) encontraron resultados muy similares al inducir un estado
de estrés oxidativo, aumentando la concentracién de Fe®" en las células del
neuroblastoma. En este estudio se reportd que el GSH, la GPx, y la GR
aumentaron en las muestras que fueron tratadas con Spirulina platensis (Bermejo
et al., 2008).

También Kalafati et al., (2010) realizaron un estudio en el que participaron nueve
deportistas entrenados, los cuales recibieron un tratamiento de Spirulina platensis
de 6 g/dia, por cuatro semanas. Los resultados revelan que el GSH aumentd en
los deportistas que consumieron Spirulina platensis; se determiné que el contenido
de glutation en el organismo depende de la concentracion de cisteina o sus
precursores (N-acetilcisteina y metionina) actuando como aminoacido limitante
(Kalafati et al., 2010).La Spirulina (platensis o maxima) tiene un alto contenido de
cisteina (590 mg/ 100 Qgspirulina en polvo) Y Metionina (1170 mg/ 100 gspirulina en polvo) qUE
promueven el aumento de GSH en el plasma (Gutiérrez et al., 2015).

En los resultados de GPx y GSH se observa el efecto antioxidante que la Spirulina
maxima puede proveer al organismo debido a su contenido de aminoacidos
precursores del glutation, y al ser el glutation un sustrato de la GPx, si aumenta la
concentracion del primero la actividad enzimatica de la GPx aumentara como

consecuencia.
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Por otro lado diversos autores (Popp et al.,, 2011; Kabasakalis et al., 2014;
Cordova et al., 2015) han estudiado los efectos del estrés oxidativo en el sistema
antioxidante de deportistas (jugadores de handball, nadadores y ciclistas,
respectivamente) sin recibir ningun tratamiento antioxidante. En los tres estudios
mencionados, se encontré que la concentracion en plasma de GSH y GPx

disminuy6 debido a su alto consumo por el organismo.

El dltimo parametro evaluado fue la cantidad de TBARS en el plasma de los
participantes. Los resultados revelan que los participantes de ambos grupos
(placebo y Spirulina maxima) tuvieron una disminucion en la concentracién de
TBARS.

El grupo que consumié Spirulina maxima tuvo una disminucién en la concentracion
de TBARS en plasma, ya que al aumentar la actividad y la concentracion de GPx y
GSH, respectivamente, disminuy6 el H,O,, por lo tanto, la posibilidad de obtener

radicales libres en el plasma, y asi continuar con la oxidacion lipidica.

Lu et al., (2006) y Bermejo et al., (2008) hallaron que la oxidacién de los lipidos
disminuye al consumir Spirulina platensis, lo que se atribuye al aumento de las
enzimas antioxidantes y del GSH en plasma; mientras que los participantes del
grupo placebo tuvieron un aumento en el contenido de TBARS (Lu et al., 2006;
Bermejo et al., 2008).

Ademas, en otros estudios en que se ha evaluado el efecto del estrés oxidativo
ocasionado por el ejercicio (handball y natacién) sin consumir antioxidantes, se ha
encontrado que después de realizar las pruebas de esfuerzo, los participantes
muestran un aumento en el contenido de TBARS en plasma (Popp et al, 2011,
Djordjevic et al., 2012; Kabasalakis et al., 2014).

Se esperaba que la concentracion de TBARS aumentara en el grupo placebo, sin

embargo disminuy0; ya que los participantes tienen un nivel de entrenamiento muy

alto y una dieta controlada, es posible que su respuesta de recuperacién ante el

ejercicio haya incidido en los niveles de TBARS. Otra posible respuesta a esto es

que la disminucion de TBARS sea consecuencia del efecto placebo, al ser un
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estudio aleatorizado ciego simple los participantes desconocian el tratamiento que
estaban tomando, creyendo que consumian Spirulina maxima y que su estado

antioxidante mejoraria (Pecifia et al., 2015).

Con base a los estudios consultados y a los resultados obtenidos en el presente
estudio, se propone en la imagen 16, el siguiente mecanismo de accion de la

Spirulina maxima sobre el sistema antioxidante.

0,
A
DEFENSAS P H.0
catalasa _
* Mitocondria 0 ~ GPX N/ S;A :
(cadena * g J i GSSG
reapientoria) flavin 7 2 " GSH
* Sistema P-450 oxidasas / - I w® vitamina E
reductasa \ fark / \ \
* Xantina oxidasa \ /-~ quelantes | Y \
*NADPH oxidasa 4 cop v/ / L-cisteina \
* Semiquinonas Qumonas / ‘
Fl«—»- —Quinonas_, o5 |
Fe,Cul-~ #| MDA |
\\ /“\‘ - /
X / / LESION /
NO: ——— peroxinitrito —  / A Lesiones al DNA /
F  Ficocianina / /
Radiaciones ionizantes -~ Peroxidacion lipidica f
H,0 —" Oxidacion de proteinas

Placebo

Spirulinamaxima

Imagen 16. Mecanismo de accion sugerido de la Spirulina maxima sobre el sistema antioxidante de
los participantes del estudio presente.

Como se mencioné anteriormente, es posible, que debido al nivel de esfuerzo
realizado por los participantes durante su entrenamiento, la SOD se haya visto
ligeramente inhibida; aun cuando su actividad disminuyd, sigue llevando a cabo su
funcidén. La CAT también disminuy0, pero la responsable de actuar en contra del
H,O, fue la GPx; la GPx aumento asi como también aumentd la concentracion de
GSH. Al aumentar la GPx y el GSH, se gener0 menos HO® y por lo tanto
disminuyo el contenido de MDA, en los participantes que consumieron Spirulina

maxima.
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Como ya se ha mencionado, un componente muy importante de la Spirulina es la
ficocianina. En el imagen 16 se encuentran indicados posibles puntos de accion de
la ficocianina sobre el sistema antioxidante. Aun cuando es posible que la dosis de
Spirulina no haya sido suficiente para ver un aumento en algunas enzimas, la
ficocianina pudo actuar secuestrando a los radicales 0,~ y HO®, ocasionando el

descenso de la concentracion de MDA en el plasma de los participantes.

Ademas de la Spirulina, es posible consumir otros antioxidantes. Como describe
Brakaahuis et al., (2015) en un estudio que realiz6 con nadadores, observé que al
consumir vitamina E y resveratrol, los deportistas presentaron mejoras en su
sistema antioxidante y en su rendimiento. También recomienda el consumo de
Spirulina (maxima o platensis) para disminuir los efectos del estrés oxidativo
ocasionado por el ejercicio, asi como el consumo de N-acetilcisteina, la cual
mejora el rendimiento muscular, disminuye el dafio celular por radicales y es un
precursor del GSH. Ademas recomienda el consumo de vitamina E que protege a
las células de los productos generados en la oxidacion de los lipidos (Braakahuis
et al., 2015).

Wu et al., (2016), han encontrado en varios estudios que la Spirulina (maxima o
platensis) tiene la propiedad de incrementar los niveles de enzimas antioxidantes
en humanos y en murinos, asi como de disminuir el contenido de radicales libres
en el organismo, especialmente en sangre, por ellos recomienda su ingesta como
un complemente alimenticio para mejorar el estado antioxidante del organismo
(Wu et al., 2016).

Douglas Popp et al., 2011 y Djordevic et al., 2012, sugieren que para atenuar los
efectos del estrés oxidativo es muy importante llevar una dieta rica en
antioxidantes tales como: vitamina E, N-acetilcisteina, glutation, acido lipoico y
coenzima Q10. Ademas de tener presente que el dafio oxidativo no estd dado
anicamente por el nivel de entrenamiento que se efectla, sino también por la
cantidad y duracion que se realice de ejercicio (Popp et al., 2011; Djordjevic et al.,
2012).
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IX. Conclusién

Con base en los objetivos planteados en este estudio, se concluye que el
consumo continuo de la Spirulina maxima, incide en la mejora del sistema
antioxidante, especificamente en la actividad de las enzimas antioxidantes
superéxido dismutasa, catalasa y principalmente en la glutation peroxidasa; asi
mismo aumenta la concentracion de glutation en plasma, y atenda la generacién
de los productos finales de la lipoperoxidacion (TBARS), en nadadores

entrenados.

X. Comentarios sobre el proyecto

Es importante mencionar que las conclusiones obtenidas en este estudio, se
deben manejar con cautela, ya que no es posible estar totalmente seguros de que
la Spirulina maxima haya sido la Unica responsable en los cambios encontrados.
Existen variables dificiles de controlar como la dieta que siguieron los participantes
y los habitos que llevan en el dia a dia, las cuales pudieron haber afectado a los

resultados.

Factores como el tamafio de muestra, la dispersion en cuanto a las edades de los

participantes, y el control de dieta, deben ser considerados en futuros estudios.
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Anexo I. Descripcion de las técnicas bioquimicas
empleadas.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA SUPEROXIDO
DISMUTASA POR EL METODO DE KONO, 1977.

Reactivos
Reactivo Concentracion
Triton x100 0.6%
EDTA 0.1 mM
Na,CO3; 50 mM
NBT 192 uM
Hidrocloruro de hidroxilamina 20 mM

Procedimiento

Afadir 25 pL de muestra + 25 pL de triton + 25 L
de EDTA + 325 pL de Na2CO3 + 62.5 de uL NBT

Incubar a 37 °C durante

10 minutos

Afiadir 25 pL de hidrocloruro de hidroxilamina

Preparar un blanco con
aguadestilada en lugarde
la muestra

Leerel blancoy las muestras a 560 nm cada
minuto durante 8 minutos

Calculos

ABlanco — AMuestra
ABlanco

50% inhibiciébn - 1 USOD

% deinihibicion =

x100
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CATALASA POR EL
METODO DE AEBI, 1984

Reactivos
Reactivo Concentracion
Tritdn (solo para tejido) 1%
Na,HPO4 0.02 M (pH 7.2)
H20, 0.03 M

Procedimiento

Afiadir 10 uL de muestra + 635 uL de
Na2HPO4

Colocaren lacelda

Afadir 33.5 uL de H202

Agitar por inversion

Ajustar el equipo con aire y leer muestras a
240 nm cada minuto durante 6 minutos

Calculos
1n AL
Af
K = 100
ac ¥
Donde:

e Ai — absorbancia inicial
e Af— absorbancia final
o At— delta de tiempo

Expresar como: K por mL de plasma
52




DETERMINACION DE LA ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA POR EL
METODO DE WENDEL, 1984.

Reactivos
Reactivo Concentracion Observaciones
Buffer de fosfatos 50 mM pH 7.0, con 0.4 mM EDTA
Azida de sodio 1.0 mM Disolver en el buffer
B- NADPH 0.12 mM
GR 100 U/ mL Preparar al momento
GSH 200 mM Preparar al momento
H,0, 0.042% Preparar al momento

Procedimiento

Preparar reactivo de trabajo: afiadir 9.20 mL de azida de
sodio + 0.10 mL de GR+ 0.05 mL de GSH + 10 mL de
NADPH

Afadir12.5 uL de muestra + 750 pL de
reactivo de trabajo + 12.5 ulL H202

Preparar un blanco de muestra

Leerabsorbancia del blancoy las
muestras a 340 nm, cada 30 segundos
durante 6 minutos

Calculos

UGpx  (AAm — AAb)(Vf)
mL (e)(Vm)

Donde:

¢ A Am— A de absorbancia de la muestra
e A Ab— A de absorbancia del blanco
e Vf— volumen final
e ¢— coeficiente de extincion molar del NADPH
¢ Vm— volumen de la muestra
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUTATION POR EL
METODO DE ELLMAN, 1958

Reactivos
Reactivos Concentracion Observaciones
Na,HPO, 0.3 M
0.15 mM Disolver en citrato de
DTNB sodio al 1%
GSH 0.1 mg/mL

Procedimiento

1. Preparar una curva patrén de GSH
2. Tratamiento de muestras:

Afiadir 20 uL de muestra + 50 uL de DTNB +
610 uL de Na2HPO4

l

Incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente

Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 minutos

Tomar 305 puL del sobrenadante

Leer absorbanciaa 412 nm

Calculos

La concentracion de GSH en las muestras se calculara a partir de la ecuacion de
la recta que se obtiene al graficar la curva patrén. La concentracion se debe
expresar como mg de GSH por mL de plasma.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ESPECIES REACTIVAS AL
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS) POR EL METODO DE PUNTEL, 2007

Reactivos
Reactivos Concentracion Observaciones
HCI 0.6 N
TBA 0.6% Disolver en tris 0.026 M
TEP

Procedimiento

1. Preparar un curva patron utilizando TEP (1uL/ 100 mL)
2. Tratamiento de muestras:

Afiadir 100 uL de muestra + 150 uL de HCI +
500 uL de TBA

l

Incubar durante 10 minutos en bafio de agua
hirviendo

l

Leer absorbancia de las muestras a 535 nm

Calculos
Calcular la relaciéon entre los mg de TEP y los de MDA a partir de la curva patron

2.2 ug de TEP & 0.72 ug de TBA

g
TEP = 0.918—
p mL

Calcular el factor de relacion entre las absorbancias de la curva patron y los mg de
MDA
P ugdeMDA
==

La concentracion de MDA en las muestras se calculara multiplicando la
absorbancia de la muestra por el factor que se obtiene de la curva patrén, y se
debe expresar como pug de MDA por mL de plasma.
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