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RESUMEN

En la literatura actual existen evidentes discrepancias sobre la presencia
de estrés oxidativo asociado a diferentes esfuerzos, como sobre los fendmenos
adaptativos que podrian resultar si este desequilibrio persiste durante un periodo
determinado.

La investigacion en nutricidn y suplementacion en el deporte, tiene un papel
importante sobre las mejoras fisiologicas antioxidantes tras la ingesta de

determinados alimentos, productos sintéticos, naturales y dietas varias.

Nuestro grupo de investigacion, entiende, que la clave de la evolucion esta
en el origen, es por ello, que la busqueda de nuevos alimentos naturales para
ser estudiados nos llevo al lugar donde hace millones de afos tuvo origen la
vida, el mar, y mas en concreto en las microalgas. El fitoplancton marino,
microalgas, se encuentra en la base de la cadena alimentaria y de los
ecosistemas acuaticos, ya que sirve de alimento a organismos mayores; es decir
realiza la parte principal de la produccion primaria en los ambientes acuaticos,

sobre todos los animales marinos.

A raiz de la revision bibliografica acerca de la situacion cientifica actual
relacionada con estrés oxidativo en el deporte, microalgas y la microalga
Tetraselmis chuii, se plantean los siguientes objetivos: Valorar los efectos de la
toma de la microalga Tetraselmis chuii durante un mes, sobre los parametros
hematoldgicos habituales de los deportistas; valorar las modificaciones que

puede producir la toma en diferentes parametros bioquimicos y valorar el efecto

25



de la toma sobre paramertros ergoespirométricos y sobre el posible estado de

estrés oxidativo de los deportistas.

Para ello la muestra participante en el estudio estaba compuesta por un
total de 32 jugadores de Futbol pertenecientes al Diocesano CF, que participaron
en la division de Honor de Juveniles (maximo nivel nacional) y la liga regional
extremefna, con una carga semanal de 8 horas de ejercicio fisico. El presente
trabajo se basa en un estudio experimental en el que 16 jugadores tomaron
durante un mes la sustancia de estudio, sin cambiar ninguna de las actividades
diarias que realizaban ni sus habitos nutricionales y otro grupo de 16 jugadores
no tomo6 nada. Se analizaron las siguientes variables antes del inicio de la toma
y el dia siguiente a la ultima toma: variables antropométricas,
ergoespirométricas, hematoloégicas y bioquimicas, que incluyen parametros

generales, de estrés oxidativo y perfil lipidico.

Los resultados obtenidos en la antropométria mostraron un descenso
significativo en el sumatorio de 6 pliegues y el porcentaje de grasa corporal. Con
respecto a los valores ergoespirométricos, en umbral anaerébico y final de
prueba y tras tres minutos de recuperacion, se observo una bajada significativa
de la frecuencia cardiaca asi como un aumento del consumo maximo de oxigeno
tras la suplementacion, en los suplementados y no hubo cambios en los no

suplementados.

Los datos del hemograma presentaron un aumento altamente significativo
en la concentracion de hemoglobina y la hemoglobina corpuscular media (HCM)
al final del periodo de suplementacion, acompafado de un descenso significativo

en el valor del hematocrito. Los parametros bioquimicos pre y post no sufrieron
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cambios, todos dentro de los valores considerados normales, o que nos pone
de manifiesto que la toma de la microalga no produjo ningun efecto en el

organismo.

Con respecto al perfil lipidico, encontramos que los acidos grasos
palmitico, estearico y la concentracion total de acidos grasos
saturadospresentaban valores inferiores tras la suplementacidon con la
microalga. En los parametros de estrés oxidativo, se observan concentraciones
mas elevadas de vitamina E, tanto en plasma como en la membrana

eritrocitrocitaria.

Tras el presente estudio podemos concluir que la toma de un comprimido
al dia, durante un mes, de la microalga Tetraselmis chuii (tetraSOD®) produce
modificaciones en la composicion corporal, parametros de rendimiento, perfil
lipidico y parametros asociados al estrés oxidativo, por lo que podria
considerarse un suplemento ergogénico para el deportista. Aun asi,
consideramos que es necesaria la realizacion de un estudio con mayor numero
de participantes, para poder aportar conclusiones que puedan ser extrapolables

a mayor poblacion.

PALABRAS CLAVE: Tetraselmis Chuii, estrés oxidativo, ejercicio fisico.
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JUSTIFICACION

“La practica del ejercicio regular contribuye a instaurar estilos de vida mas
saludables y a reducir o eliminar factores de riesgo asociados al sedentarismo”
(Dishman y cols. 1985).

Paradojicamente, durante los ultimos afios, tanto el ejercicio fisico como
determinados modelos de dieta, han sido ampliamente estudiados como
importantes inductores de estrés oxidativo.

En la literatura actual existen evidentes discrepancias, tanto en la propia
presencia de estrés oxidativo asociado a diferentes esfuerzos, como en los
fendbmenos adaptativos que podrian resultar si este desequilibrio persiste
durante un periodo determinado.

Posiblemente los condicionantes de estas discrepancias son los diferentes
sistemas de muestreo de material biolégico susceptible de ser analizado, las
diferentes metodologias en cada protocolo de estudio (edad, sexo de la muestra
de estudio, intensidad del ejercicio, modalidad deportiva), entre otras variables
asociadas al ejercicio menos estudiadas como la climatologia durante el estudio.

Alo largo de la historia, el ser humano ha mantenido y mantiene una lucha
constante contra el envejecimiento y dafo tisular, en continua busqueda de
estilos de vida saludable, sustancias quimicas o naturales que logren reducir la
muerte celular, mejorar el rendimiento fisico o alargar la esperanza de vida.

Los productos naturales son las principales fuentes de nuevas moléculas
que se han utilizado en las industrias farmacéutica y nutracéutica desde su

creacion. La mayoria de los productos naturales actualmente en el mercado
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como agentes terapéuticos o como suplementos de salud se derivan de
organismos terrestres, incluyendo plantas, animales y microorganismos, aun,
cuando el 70% de la superficie de la tierra esta cubierta por oceanos. Los
océanos contienen la mayoria de la biodiversidad del planeta y son un recurso
enorme para nuevos compuestos biolégicamente activos. Los acidos grasos
omega-3 derivados del aceite de pescado proporcionan un ejemplo de productos
naturales valiosos del océano con varios beneficios para la salud conocidos
(Simopoulos, 1991) y son ampliamente utilizados en las industrias de alimentos
funcionales y nutracéuticos. Las microalgas, que se encuentran en el fondo de
la cadena alimentaria marina, se consideran una fuente primaria de diversos
productos naturales bioactivos (Skulberg, 2000).

Las microalgas son organismos fotoautotrofos que estan expuestos a altas
tensiones de oxigeno y radicales libres, y por lo tanto han desarrollado varios
sistemas protectores eficientes contra especies reactivas de oxigeno y radicales
libres (Pulz y Gross, 2004). Por lo tanto, es cada vez mas interesante el uso de
microalgas como fuente de antioxidantes naturales para cosméticos (por
ejemplo, proteccidn solar) y alimentos funcionales / nutracéuticos.

Natrah y cols. (2007) encontraron una actividad antioxidante mayor en
extractos crudos de microalgas (por ejemplo, Isochrysis galbana, Chlorella
vulgaris, Nannochloropsis oculata, Tetraselmis tetrathele, Chaetoceros
calcitrans) en comparacion con a-tocoferol, pero inferior al antioxidante sintético
butilfenol BHT. Sin embargo, los antioxidantes sintéticos butifenol BHT y buitil
anisol BHA son cuestionables en términos de su uso seguro, ya que se cree que
son carcindgenos y tumorigénicos si se administran en dosis altas (Schildermann

y cols., 1995, Aruoma, 2003).
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Un interés considerable se ha centrado en estos organismos unicelulares
debido a su capacidad potencial para producir biocombustibles, y como fuente
de una amplia gama de subproductos interesantes incluyendo proteinas, grasas,
azucares, carotenoides y muchos otros (Spolaore y cols., 2006).

Varias microalgas (Chlorella, Tetraselmis, Spirulina, Nannochloropsis,
Nitzchia, Navicula, Chaetoceros, Scenedesmus, Haematococcus,
Crypthecodinium), macroalgas (Laminaria, Gracilaria, Ulva, Padina, Pavonica) y
hongos (Mortierella, Saccharomyces, Phaffia'y Vibrio marinus) puede utilizarse
tanto en alimentacién de animales terrestres como acuaticos (Harel y Clayton,
2004).

A principios de los afos 50, las microalgas se consideraban un buen
complemento y / o fortificacion en dietas para nifios y adultos desnutridos
(Spolaore y cols., 2006).

Algunos estudios nutricionales se realizaron con seres humanos y los
autores sugieren que el consumo diario de algas debe limitarse a unos 20 g, sin
que se produzcan efectos secundarios daiinos, incluso después de un periodo
prolongado de ingesta (Becker, 1988). Gross y cols. (1978) realizaron un estudio
de alimentacion de algas (Scenedesmus obliquus) a nifios (5 g / dia) y adultos
(10 g / dia), incorporados a su dieta normal, durante el periodo de prueba de
cuatro semanas. Se midieron datos hematologicos, orina, proteina sérica,
concentracion de acido urico y cambios de peso, y no se encontraron cambios
en los parametros analizados, excepto un ligero aumento de peso,
especialmente importante para los nifos.

En todo el mundo la produccién comercial de microalgas para la nutricion

humana ya es una realidad. Numerosas combinaciones de microalgas o mezclas
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con otros alimentos saludables se pueden encontrar en el mercado en forma de
tabletas, polvos, capsulas, pastillas y liquidos, como suplementos nutricionales
(Tabla 1).

Tabla 1. Principales microalgas comercializadas para la alimentacién humana
(Adaptado de Pulz y Gross, 2004, Spolaore et al., 2006 y Hallmann, 2007).

Produccién
Microalga Mayores productores Productos mundial
(t/afo)
Hainan Simai Pharmacy
C.O ’ (Chin_a_) Polvos, extractos
Spirulina Earthrise Nutritionals 4126 bebidas,
(Arthrosphira) (California, USA) .. virutas pas:ta y extre;cto 3000
Cyanotech Corp. (Hawaii, ’de liquido
USA) Myanmar Spirulina ’
factory (Myanmar)
I\;Ir aiw?n tCh_Iore(I:Ia tabletas, polvos, nectar,
Chlorella (?r;lijvfacn;]wgtzeo' fideos. 2000
(Germany)
Dunaliella salina CaigII?hN(uAtSSt? gliaar)]d polvo B-caroteno. 1200
Aphanizomenon  Blue Green Foods (USA)  capsulas, polvo de 500

flos-aquae Vision (USA) cristales, cristales.

También pueden incorporarse a los productos alimenticios (por ejemplo,
pastas, galletas, pan, bocadillos, caramelos, yogures, refrescos),
proporcionando los efectos promotores de la salud asociados con la biomasa de
microalgas, probablemente relacionados con un efecto inmunomodulador
general (Belay, 1993). A pesar de cierta repulsa de los nuevos alimentos en el
pasado, hoy en dia hay una creciente demanda de los consumidores de
productos alimenticios mas naturales, presentando beneficios para la salud. Los
alimentos funcionales suplementados con biomasa de microalgas son
sensiblemente mucho mas convenientes y variables, combinando asi los

beneficios para la salud con el atractivo para los consumidores (Pulz y Gross,
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2004). En algunos paises (Alemania, Francia, Japon, Estados Unidos, China,
Tailandia), las empresas de produccion y distribucion de alimentos ya han
comenzado actividades serias para comercializar alimentos funcionales con
microalgas y cianobacterias (Pulz y Gross, 2004).

Las normas de seguridad alimentaria para el consumo humano son la
principal limitacion para la explotacion biotecnoldgica de los recursos de
microalgas. Concretamente la microalga Tetraselmis chuii, aislada por primera
vez en los afos 50 en las costas de Gran Bretafa (Butcher, 1959), ha sido
aislada en diferentes partes del mundo, incluida la bahia de Cadiz.
Concretamente en el Puerto de Santa Maria se encuentra el mayor productor
mundial de esta microalga, Fitoplacton Marino S.L.

En septiembre de 2013, el comité cientifico de la Agencia Espafola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), emitié un informe concluyendo que
el liofilizado de la microalga Tetraselmis chuii cumple los criterios para su
aceptacion como nuevo alimento y consumo en humanos, producido y
comercializado por Fitoplacton Marino S.L.

Consideramos que la escasez de estudios relaccionados con la ingesta de
microalgas; concretamente la tetraselmis chuii; sus efectos sobre el estrés
oxidativo en deportistas, la posible mejora fisiolégica y rendimiento tras su igesta
y por ser reconocida recientemente como “novel food “, justifica el presente

estudio de tesis.
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1. INTRODUCCION

El grupo de investigacion de Fisiologia el Ejercicio de la Universidad
de Extremadura, ha venido desarrollando durante afios una linea de
investigacion relacionada con el efecto que produce el ejercicio fisico sobre
el organismo, centrandose en el estrés oxidativo generado con el ejercicio
fisico y en la busqueda de indicadores que permitan conocer qué
intensidades y volumenes de ejercicio son mas beneficiosos para la salud

y para el rendimiento.

La investigacion sobre el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante
es una linea importante en el ambito cientifico actual y de la que se sigue
extrayendo informacién relevante para la puesta en marcha de programas

de ejercicio fisico y nutricion.

En esta linea, la nutricion y suplementacion en el deporte, tiene un
papel importante en investigacion sobre las mejoras fisiologicas
antioxidantes tras la ingesta de determinados alimentos, productos

sintéticos, naturales y dietas varias.

Los productos naturales se han utilizado como una fuente
prometedora para prevenir y curar enfermedades durante siglos. Muchos
de ellos se consumian como una dieta completa o una parte de ella, con el
objetivo de obtener beneficios adicionales para la salud mas alla de su valor
nutricional basico. Aunque las consecuencias bioldgicas exactas de tales
dietas no estuvieron claramente identificadas, las experiencias evolutivas

han aportado suficientes conocimientos sobre las propiedades medicinales
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de los productos naturales (Cavender, 2006; Dias y cols., 2012). La
inspiracion en dietas antiguas y su prometedor efecto en la salud dio lugar
al desarrollo de una serie de productos naturales a base de productos
comerciales. Entre ellos, los alimentos funcionales y los nutracéuticos, los
segmentos mas dinamicos basados en productos naturales en la industria
alimentaria, genera una revolucion, creando similitud con las industrias
farmacéuticas (Ahamad y cols., 2011, DeFelice, 1995, Schieber, 2012).

Ambos conceptos surgieron industrialmente hace pocas décadas.

En pleno siglo XXI, a no ser de una manera sintética o manipulado
genéticamente, es muy dificil encontrar un nuevo alimento natural que el

ser humano aun no haya consumido.

Nuestro grupo de investigacion, entiende, que la clave de la
evolucion esta en el origen, es por ello, que la busqueda de nuevos
alimentos naturales para ser estudiados, nos llevo al lugar donde hace

millones de afios tuvo origen la vida, el mar.
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1.1 ESTRES OXIDATIVO Y EJERCICIO FiSICO

1.1.1 Radicales libres: concepto, tipos y fuentes de

produccion.

Especies reactivas de oxigeno (ERO) es un concepto que engloba
tanto a radicales libres de oxigeno (como puede ser el anién superoxido,
radical hidroxilo), asi como “non-radical” (reactivos derivados de los

radicales libres, como el peroxido de hidrogeno y el ozono) (Halliwell, 1994).

Los radicales libres 0 ERO son especies quimicas que poseen uno
0 mas electrones desapareados, capaces de existir de forma independiente
(Auroma, 1994), que se producen en todas las células y que presentan una
gran inestabilidad. Son especies muy reactivas y con una elevada actividad
como aceptores de electrones, lo cual les convierte en potenciales

productores de dafio a diferentes moléculas del organismo (Halliwell, 1994).

Tienen la capacidad de modificar lipidos, proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos en lo que se denomina conjuntamente estrés oxidativo de
estos compuestos (Dhalla y cols., 2000; Packer, 1997). Los lipidos
representan el grupo mas susceptible debido a la presencia de sus dobles
enlaces en sus acidos grasos, ademas de constituir el érgano celular mas
expuesto, que es la membrana celular. Esto puede causar dafo a las
células musculares produciendo una alteracion en la fluidez de la
membrana, cambios en la estructura proteinica, alteraciones en la actividad

enzimatica, incapacidad de mantener gradientes idnicos, inflamacion
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celular e inflamacion del tejido. En el interior de la célula, atacan al ADN

impidiendo a la célula su reproduccién.

Las fuentes de produccion de radicales libres son diversas, pudiendo
tener origen exdégeno o endogeno. Las fuentes exdgenas pueden ser
factores ambientales contaminantes, anestésicos o hidrocarburos
aromaticos que se convierten en radicales mediante el metabolismo celular
y los procesos de desintoxicacion u otros agentes que ya poseen radicales

libres como puede ser el humo del tabaco (Mason, 1982).

Respecto a las fuentes de produccion enddgenas, podemos
destacar la actividad de la xantina oxidasa (XO), presente en gran cantidad
de tejidos y que funciona como un catalizador en una serie de reacciones,
convirtiendo hipoxantina en acido urico (Niess y cols., 1996). Los radicales
libres también juegan un papel importante en la homeostasis. Son
generados y utilizados por células como los neutréfilos, los monocitos, los
macrofagos, los eosindfilos y los fibroblastos para eliminar organismos
extrafios como bacterias y virus. Si la producciéon de ERO es mayor que la
capacidad antioxidante del organismo, se genera un estado de estrés
oxidativo con dafio celular (Sen, 2001) y el incremento de estos radicales
conduce a un deterioro celular que se presenta de forma muy pronunciada
en la vejez, periodo en el que se pueden presentar varias enfermedades
asociadas al dano oxidativo.

La molécula de oxigeno es un “birradical’, es decir, presenta dos
electrones desapareados en su Orbita mas externa, ambos con el mismo
giro paralelo, lo que impide que sea capaz de captar dos electrones de

forma simultanea en las reacciones en que interviene. Sélo puede aceptar
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los electrones de uno en uno. La mayor parte del oxigeno utilizado por el
organismo humano es reducido a agua por la accion del complejo
citocromo-oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial, aunque se ha
estimado que el 4-5% del oxigeno consumido durante la respiracién no es
completamente reducido a agua, formandose, en su lugar, radicales libres,

segun la siguiente reaccion:

O+ 4H" + 4e" = 2H,0

Los intermediarios quedan unidos al sitio activo de la citocromo-
oxidasa y no difunden al resto de la célula en condiciones normales, aunque
la reduccion parcial del oxigeno puede producir estos radicales libres (Reilly

y Bulkley, 1990).

De esta forma, el incremento del VO, durante el ejercicio lleva
asociado un aumento en la produccion de radicales libres y la peroxidacion
lipidica (Bailey y cols., 2004; Clarckson y Thompson, 2000). Incluso el
ejercicio moderado puede incrementar la produccion de ERO, excediendo
la capacidad de las defensas antioxidantes (Alessio, 1993). Las defensas
antioxidantes en la célula pueden atenuar la influencia negativa de los
radicales libres y reacciones asociadas y protegerla de estos (Sen, 2001;
Machlin y Bendich, 1987), creando radicales menos activos o reduciendo

el dafo producido por el radical libre (Goldfarb, 1999).

Sin embargo, el ejercicio exhaustivo esta asociado con la
aceleracion en la generacion de ERO, las cuales pueden inducir efectos
adversos en la salud y el bienestar (Aguilo y cols., 2005; Orhan y cols.,

2004; Nieman vy cols., 2004; Almar y cols., 2002;), provocando cambios
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significativos en las defensas antioxidantes propias del organismo
produciendo dafio celular (Mufioz y cols., 2010; Bloomer y cols., 2006;

Vollard y cols., 2005).

Algunos autores consideran que la generacion de los radicales libres
de oxigeno puede ser producida por una entrada de macrofagos en el
musculo y una activacion de citoquinas durante el ejercicio de alta

intensidad (Sacheck y Blumberg, 2001).

Sin embargo, debido a la redistribucidon sanguinea durante el
ejercicio, algunos tejidos pueden permanecer durante algun tiempo en
estado de hipoxia durante la contraccién muscular, por lo que durante la
relajacion existe una mayor utilizacion de oxigeno en el proceso de
reperfusion y por tanto ser susceptibles de peroxidacion (Sacheck y

Blumberg, 2001; Kanter, 1994).

Actividades de determinadas enzimas, como la XO, durante el
ejercicio parece ser otra fuente de produccion de radicales libres, puesto
qgue inhibiendo la actividad de esta enzima han reducido el dafo oxidativo
producido por el ejercicio (Vina y cols., 2000). También parece ser que, a
partir de la autooxidacion de catecolaminas durante el ejercicio, se pueden
producir radicales libres (Ramel y cols., 2004; Rodriguez- Martinez y cols.,

1999).

Otro factor que puede influir en la formacion de ERO es la produccion
de acido lactico, que puede convertir a un radical libre poco daiino, radical
superoxido, en otro mucho mas perjudicial el perhidroxilo, por la interaccion

del primero con los protones derivados del acido lactico.

40



Existen diferentes tipos de radicales libres, entre los que podemos
destacar anion superéxido (O27), peroxido de hidrogeno (H20.), radical
hidroxilo (OH"), radical peroxilo (ROO"), oxigeno singlete ('O2), 6xido nitrico

(NO).
1.1.2 Estrés oxidativo

Las células, para combatir el ataque de los radicales libres, disponen
de unos mecanismos de defensa denominados sistemas antioxidantes.
Cuando estos sistemas son incapaces de neutralizar las acciones
oxidativas se producira en mayor o menor medida un dafo celular (Jenkins,
1993). A esta incapacidad de actuacion de los mecanismos antioxidantes
frente a los radicales libres se le denomina estrés oxidativo, concepto que
propuso Sies y Cadenas, en 1985, y que lo definia como “un desequilibrio,
en el que hay un aumento de oxidantes o una disminucién de antioxidantes,
en comparacion con la situacion definida como normal”. El concepto esta
inspirado en la idea de estrés de Seyle (1976) instalada para el sindrome
general de adaptacion fisiologica y en la idea de Gerschman de que tanto

la hiperoxia como la disminucion de antioxidantes llevan a dafio tisular.

El estrés oxidativo marca sus efectos en distintos tejidos, donde
resaltamos los dafios sobre los lipidos. El mayor efecto producido por los
radicales libres en los lipidos es la peroxidacién lipidica de los acidos
grasos poliinsaturados, provocando una disfuncidn en las membranas
celulares de las que forman parte (Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell y

Cross, 1991). Por otro lado, esta excesiva produccion de radicales libres
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puede ocasionar dafos en otros tejidos tales como el ADN, proteinas o

glucidos (Durackova y Gvozdjakova, 2008).

El proceso de peroxidacion lipidica se inicia mediante el radical
hidroxilo, el radical hidroperoxilo y quiza el oxigeno singlete. El radical
extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metileno de la
cadena de acidos grasos, dejando un electron no apareado, con lo cual
genera un radical lipidico (Halliwell, 1994). Este radical lipidico sufrira un
reordenamiento molecular para producir un dieno conjugado, que
reacciona con el oxigeno molecular produciendo un radical hidroperéxido.
Este radical puede a su vez extraer un atomo de hidrégeno de un carbono
metileno de otro acido graso poliinsaturado para formar un nuevo radical
lipidico y un hidroperoéxido lipidico. El radical lipidico entonces se combina
con otra molécula de oxigeno y dara lugar a una reaccion en cadena. De
este modo, el ataque por un solo radical libre da lugar a la formacién de un
gran numero de especies activadas, lo cual desemboca en la oxidacién de
una gran cantidad de sustancias (Halliwell, 1994; Cheeseman y Slater,

1993; Halliwell y Cross, 1991).

Los productos finales de la peroxidacion lipidica son aldehidos,
gases hidrocarbonados y varios residuos quimicos, de ellos resaltamos el
malondialdehido (MDA), que es un producto de la peroxidacién lipidica
generada por la oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados. Muchos de
estos aldehidos formados pueden reaccionar rapidamente con
componentes celulares, pudiendo causar alteraciones en el DNA, y dafios
estructurales y funcionales al reaccionar con proteinas (Frei, 1994).

Asimismo, pueden difundir lejos de su origen y ocasionar edema celular,
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ademas de influir sobre la permeabilidad vascular, inflamacion vy

quimotaxis.

En este sentido, han sido encontrados incrementos de MDA en
sangre tras una carrera de 80 km (Kanter y cols., 1993), al finalizar una
carrera cuesta abajo (Maughan y cols, 1989) y después de una prueba
incremental en cicloergdmetro con sujetos sedentarios y moderadamente
entrenados (Mufioz y cols., 2010; Sumida y cols., 1989; Lovlin y cols.,
1987). Otros estudios muestran como tras una prueba de esfuerzo, los
niveles plasmaticos de MDA no aumentaron significativamente en sujetos
entrenados y no entrenados después del ejercicio. Si bien, en reposoy 15
minutos después del ejercicio los valores de MDA fueron significativamente
menores en sujetos entrenados respecto a los no entrenados (Niess y cols.,

1999).

En cambio, existen autores que no han observado incrementos de
MDA tras una media maratén (Duthie y cols, 1990), tras 60 minutos de
ejercicio en Step (Sen y cols., 1994) y al finalizar un ejercicio maximo en

cicloergometro con deportistas de élite (Vinikka y cols., 1984).

El dafo oxidativo a los lipidos de membrana constituye, muy
probablemente, un factor importante en la disminucion de la fluidez de las
membranas (Shigenaga y cols., 1994). La cantidad de peroxidos lipidicos
que llega a formarse en una membrana biologica esta determinada por la
cantidad de radicales libres que se originan inicialmente y por la

propagacion de la peroxidacion lipidica. Ciertos componentes de la defensa
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antioxidante de las células restringen la extension de esta reaccion en

cadena, siendo incluso en ocasiones capaces de detenerla completamente.

Las proteinas también constituyen un blanco para las especies
reactivas, aunque el efecto sobre ellas es menos intenso que en el caso de
los lipidos a causa de una lenta progresion de las reacciones. Dentro de los
aminoacidos fisioldgicos, la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina
y la metionina son los que presentan mayor disposicion para ser oxidados
(Cashmore y cols., 1977). El ataque oxidativo a las proteinas puede
provocar modificaciones en aminoacidos especificos, fragmentacion de la
cadena peptidica, agregaciones o entrecruzamientos, alteraciones de la
carga eléctrica o incremento de la susceptibilidad a la proteolisis. También
pueden producirse cambios irreversibles que inhiban la funcién enzimatica

(Shacter, 2000; Dean y cols., 1997).

En los procesos de daino oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos
como lisina, prolina o arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo,
de modo que el contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear

como un indicador de dafio oxidativo a las mismas (Stadman, 1992).

Por otra parte, y como hemos comentado anteriormente, el ADN
también es susceptible de dafio oxidativo. El oxigeno se adiciona a las
bases del ADN formandose radical peroxilo. Las posteriores reacciones de
estas especies reactivas del ADN dan lugar a un gran numero de productos
entre los que destaca la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, utilizado como
marcador de peroxidacion. Este producto aparece como consecuencia de

la modificacion oxidativa que se produce a nivel de la guanosina. También
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el radical hidroxilo es capaz de atacar las desoxirribosas, purinas vy

pirimidinas, generando numerosos productos (Halliwell y Aruoma, 1991).

Debemos destacar que el dafio oxidativo asociado a proteinas y al
ADN no debe ser considerado de manera independiente. La acumulacién
de formas inactivas de enzimas reparadores del ADN puede aumentar la
acumulacion de dafo oxidativo al mismo, por lo que pueden potenciar el
uno al otro. Cuando la replicacion del ADN dafado tiene lugar antes de la
reparacion o cuando un ADN dafado se repara de manera incorrecta, tiene
lugar la mutacion (Breen y Murphy, 1995; Halliwell y Aruoma, 1991). Asi
pues, las lesiones oxidativas al ADN parecen estar implicadas no solo en
el envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las
enfermedades asociadas al envejecimiento. EI ADN dafiado es reparado
por enzimas que cortan la parte dafnada y ésta es eliminada mediante su

excrecion por orina (Viguie y cols., 1993).

Por ultimo, cabe destacar el dafo oxidativo producido por los
glucidos. Los glucidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilos.
Los monosacaridos y disacaridos resisten la accién de los radicales libres
de oxigeno. El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se
trata de polisacaridos de funcion estructural, ya que los polisacaridos son
despolimerizados por los radicales libres dando lugar a procesos

degenerativos (Monboisse y cols., 1988).
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Figura 1. Composicidn del estrés oxidativo y métodos utilizados para su

evaluacion (modificado de Dotan, 2003).

Para diagnosticar el dafio producido por las especies oxidativas,
resulta complicado medir sus niveles en fluidos bioldgicos ya que su vida
media es de fracciones de segundo, por este motivo se recurre a la
cuantificacion de distintos marcadores indirectos entre los que destacan:
Malondialdehido (MDA) (Noberasco y cols., 1991), como marcador de
peroxidacién lipidica, incrementos de las sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS) (Halliwell y Grootveld, 1987), dienos conugados
(Vuorimaa y cols., 1999), cociente entre glutation oxidado y glutation
reducido (GSSG/GSH), como dafo producido en el citosol, asi como
pentano o etano exhalado, o modificaciones en orina del nucleosido 8-
hidroxi-2 -desoxiguanosina, como marcador de dafio oxidativo en el ADN
(Shigenaga y cols., 1989) o el incremento en los acidos grasos saturados

de cadena corta o media en lasmembranas de las células (Halliwell y
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Gutteridge, 1985). Muchos avances en el campo del estrés oxidativo han
sido posibles por una sustancial mejora de las técnicas de medida a lo largo
de los ultimos treinta afos, asi como el aumento del uso y disponibilidad de
herramientas necesarias para las mediciones (Fisher- Wellman y Bloomer,

2009).

Actualmente, técnicas como la deteccion directa de
malondealdehido (MDA) usando cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) estan reconocidas como las medidas mas validas de la
peroxidacidon lipidica en muestras biologicas de humanos tales como
sangre y orina (Meagher y FitzGerald, 2000). EIl MDA es comunmente
medido por su reaccion con acido tiobarbiturico (TBA), aunque la medicion
con TBA no es especifica del MDA (esto provoca una sobreestimacion del
MDA), este meétodo es aceptado como un marcador general de
peroxidacién lipidica, pero los resultados deben ser tomados con
precaucion (Knez y cols., 2006; Groussard y cols., 2003; Clarkson y

Thompson., 2000; Rimbach y cols., 1999).

Halliwell y Chirico (1993) sugieren que la separacion de los
productos de la peroxidacion con cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) antes de la medicion aumenta notablemente la exactitud de la

medida.

La cuantificacion plasmatica de vitaminas antioxidantes (vitamina A,
C y E) es un método comun para medir la proteccion antioxidante y para
detectar deficiencia vitaminica (Prior y Cao, 1999; Rimbach., 1999). Al igual

que las enzimas antioxidantes, las concentraciones de vitaminas
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antioxidantes se modifican en la presencia de estrés oxidativo y pueden ser

marcadores indirectos de estrés oxidativo (Rimbach y cols., 1999).

1.1.3 Sistemas antioxidantes

Para hacer frente al ataque de los radicales libres y el consecuente
dano celular, el organismo cuenta con una serie de respuestas de defensa
denominados “sistemas antioxidantes”, cuyo objetivo es mantener el
estado de equilibrio que existe entre oxidantes y antioxidantes (Evans y

Halliwell, 2001).

Se definen como compuestos que protegen el sistema celular de
efectos potencialmente perjudiciales en los procesos que puedan causar
una oxidacion excesiva (Duthie y Crozier, 2000). Deben estar presentes en
el organismo en una concentracion suficiente que permita prevenir la

acumulacion de elementos pro-oxidantes.

Pueden actuar previniendo la formacion de ERO, interceptando el
ataque de los mismos, captando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos
en las moléculas menos reactivas, incrementando la resistencia al ataque
de las especies reactivas en las células diana, facilitando la reparacion del
dafio provocado por los radicales libres y manteniendo un ambiente
favorable para la actuacion de otros antioxidantes.Tienen la capacidad de
competir con otros sustratos oxidables y por tanto retrasar o inhibir la
oxidacion de dichos sustratos (Halliwell y Gutteridge, 1985). El antioxidante,
al reaccionar con el radical libre, le cede un electron, oxidandose a su vez

y transformandose en un radical libre débil no téxico que, en algunos casos,
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puede volver a su estado inicial mediante la actuacion de otros

antioxidantes.

Debido a la diversidad en la vida media de los prooxidantes, desde
nanosegundos hasta varios segundos, existen diferentes sistemas de
defensas para hacerles frente (Sies y Stahl, 1995). De esta forma se han
desarrollado varias lineas de defensa, y con distintos objetivos, ya sean de

prevencion, interceptacion o reparacion (Sies, 1993).

Los sistemas antioxidantes, segun su naturaleza, se enmarcan bajo

dos tipos:

1. Sistemas antioxidantes enzimaticos.

2. Sistemas antioxidantes no enzimaticos.

Los sistemas antioxidantes enzimaticos son diversas enzimas
celulares especificas para la neutralizacion de las especies reactivas
generadas en los procesos redox celulares. Su funcién es la de prevenir la
iniciacion de las oxidaciones en cadena, al eliminar las especies de oxigeno

parcialmente reducidas (O2", H202) (Winston, 1990).

Dentro de este tipo de sistemas antioxidantes enzimaticos nos
encontramos la superoxido dismutasa (SOD), que es la enzima que cataliza
la dismutacion del radical superéxido para formar peréxido de hidrégeno
(Weiss y cols., 1983), la glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa que son
las enzimas que reducen el agua oxigenada o el hidroperdxido organico a
agua y alcohol respectivamente, y forma parte de los antioxidantes

primarios, convirtiendo los radicales libres en compuestos menos dafinos,
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o impidiendo su formacién. La actividad catalasa es tres veces superior en
los atletas de fondo que, en los atletas de corta distancia, posiblemente por
la mayor concentracion de O, que movilizan los primeros (Kostaropoulos,

2006).

Ademas de los antioxidantes enzimaticos, la célula dispone de un
conjunto de sistemas no enzimaticos que permiten contrarrestar la accion
oxidativa de los radicales libres. Fundamentalmente, los antioxidantes no
enzimaticos estan constituidos por vitaminas y micronutrientes (Sies vy
Stahl, 1995). Estos mecanismos deben estar presentes en todos los
compartimentos celulares, de ahi que existan antioxidantes hidrosolubles

(vitamina C, glutation) y liposolubles (vitamina E y A).

Tabla 2. Localizacion y acciones de las principales vitaminas
antioxidantes (modificado de Finaud y cols., 2006).

Antioxidante Localizacién Acciones Objetivos
Vitamina A (retinol) Lipidos/Membranas Reprgdquloq d’ella 10,- ROOH
celulares peroxidacion lipidica

Regeneracion de la

Vitamina C Medio acuoso, Citosol, vitamina E OH-02"
2cid Srbi Fluidos extracelulares
(Acido ascorbico) Proteccion de las LDL
Inhibicion de la
Vitamina E Lipidos peroxidacion lipidica
ilizacis ROOH- '0,
(a- tocoferol) Membranas celulares  Cotapiizacion de la

membrana
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1.1.3.1 Vitamina E

La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble en la membrana
celular, encontrandose hasta 8 sustancias que poseen la actividad de la
vitamina E: q, 3, y, 0 tocoferol, y: a, B, y, 6 tocotrienol. Entre ellos destaca
el a (alfa) tocoferol por poseer la mayor actividad antioxidante y ser la

isoforma mas abundante (Fuchs y cols., 2003; Burton y Traber, 1990).

La accién antioxidante de la vitamina E se basa en su capacidad
para neutralizar los radicales superoxido, hidroxilo y lipoperoxilo a formas
menos reactivas, ademas de ser capaz de romper la reaccion en cadena
de lipoperoxidacién que ataca a las membranas celulares (Burton y Traber,

1990), siendo probablemente el antioxidante mas potente del organismo.

Se encarga de la proteccion de los acidos grasos poliinsaturados
(Cachia y cols.,, 1998) frente a la peroxidacion lipidica actuando
directamente contra una variedad de radicales de oxigeno y contribuyendo
a la estabilidad de la membrana (Evans, 2000). La vitamina C puede
interactuar con el radical tocoferol para generar tocoferol reducido

(Coombes y cols., 2001; Clarkson y Thompson, 2000).

HO
t ,l'"_ _\_\',_H,"H""'

A J'i/\vmafjx,ﬂ\/l\

]

Figura 2. Estructura del a- tocoferol (Durackova y Gvozdjakova,

2008).
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Es el antioxidante soluble en lipidos mas conocido por su capacidad
para inhibir la peroxidacion lipidica debido a la eliminacion de los ERO y
por preservar las membranas celulares (Schurks y cols., 2010). De igual
manera, en plasma (Burton y cols., 1982), y eritrocitos (Burton y cols.,
1983), la vitamina E es el antioxidante liposoluble que protege a los lipidos

del dafio peroxidativo.

Al neutralizar la vitamina E a un ERO, se produce la formacion del
radical vitamina E, disminuyendo asi el contenido celular de ésta. El radical
vitamina E (oxidada) se recicla a vitamina E (reducida) mediante
antioxidantes como el glutation o el acido ascoérbico, sobre todo (Burton y

Traber, 1990).

El déficit de vitamina E es frecuente en poblacion occidental sana
(Mitmesser y cols., 2000), pudiendo tal deficiencia incrementar el estrés
oxidativo y la fatiga asociada con el descenso de la capacidad oxidativa y
la resistencia (Coombes y cols., 2001; Evans, 2000; Goldfarb, 1999).
Muchas membranas celulares muestran un progresivo y especifico
incremento en la susceptibilidad hacia el dafio oxidativo con un incremento
del nivel de deficiencia de vitamina E y estrés fisico (Quintanilha y Packer,

1983).

La respuesta de este sistema antioxidante ha sido observada tras la
realizacion de esfuerzos de diversas intensidades. Por ejemplo, en un
grupo de sujetos entrenados tras una prueba de esfuerzo maxima, los

niveles eritrocitarios en vitamina E sufrieron un descenso, aunque sin llegar
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a la significacion estadistica, encontrando valores mas bajos de este
parametro que en plasma, ya que en el interior celular podrian actuar de
forma mucho mas notoria las enzimas antioxidantes como la SOD, cuya
actividad se incrementa como consecuencia de la produccion del anién
superoxido, y por lo tanto, la utilizacion de esta vitamina seria menor
(Marzatico y cols., 1997). En cualquier caso, el descenso podria ser
atribuible a su actuacion cuando otros sistemas antioxidantes no son
capaces de neutralizar los radicales libres de oxigeno responsables de la

peroxidacion lipidica (Bowles y cols., 1991).

Si el ejercicio aumenta el estrés oxidativo, deben ser oxidadas
grandes cantidades de vitamina E, y los niveles plasmaticos de a-tocoferol

deberian disminuir (Aguilo y cols., 2005).

Gran cantidad de estudios han investigado los efectos de la vitamina
E en el rendimiento y no han encontrado efectos beneficiosos en medidas
de resistencia y capacidad aerébica (Gerster, 1991; Lawrence y cols., 1975;

Lawrence y cols., 1975; Shephard y cols., 1974; Sharman y cols., 1971).

En un estudio de Duthie (1990), se midi6 la vitamina E una hora
antes de un medio maratén dando un valor de 7,2 uyg/mL, encontrandose a
los cinco minutos de recuperacion una concentracion de 8,3 ug/mL. En otro
estudio que traté de observar la adaptacion de los linfocitos al ejercicio
exhaustivo se encontraron concentraciones de 6,53 pg/mL (Tauler y cols,

2006).
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1.1.3.2 Vitamina A

Es un antioxidante de naturaleza lipidica, gracias a su corta cadena
de polieno que le permite moverse con facilidad en la membrana plasmatica
combatiendo la peroxidacion lipidica, rompiendo el ciclo de ésta e
interactuando con los radicales peroxilo (Palace y cols., 1999). Debido a
que el organismo no la puede sintetizar, es necesaria su ingesta mediante

la dieta (Palace y cols., 1999).

Participa en numerosas funciones primordiales en el ser humano,
teniendo un rol muy importante en la agudeza visual, la proliferacion y la
diferenciacion celular, en la accion antioxidante y en la actividad
inmunologica. El término vitamina A representa terminolégicamente al
retinol y a los carotenoides, que son, respectivamente, el antecedente y los
precursores de la vitamina A. El B-caroteno tiene una actividad antioxidante
cinco veces mayor que la del retinol (Ribeiro Nogueira y cols., 2009). La
vitamina A en altas dosis puede ser potencialmente toxica (Rothman y cols.,

1995).

En cuanto a los efectos de un esfuerzo fisico de intensidad
moderada en esta vitamina a nivel eritrocitario, se han observado
descensos, sin alcanzar la significacion estadistica, debido seguramente a
su utilizacién en la neutralizacidon de radicales libres de oxigeno, derivados

del incremento de VO, durante la prueba (Ramel y cols., 2004).

Es importante sefalar que los efectos antioxidantes de la vitamina A
se potencian en presencia de vitamina E, y que este efecto es maximo en

una proporcion 1:10 (retinol: tocoferol), que es precisamente la proporcion
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que guardan estos compuestos en las membranas de las células
bioldgicas. Este efecto coayudante se atribuye a su proteccion en diferentes
localizaciones fisicas, la vitamina E desde la parte exterior de la superficie
de las membranas, y la vitamina A desde la interior (Niki y cols., 1995;

Palace y cols., 1999).

La vitamina A es una vitamina liposoluble presente en muchas
sustancias lipidicas. El B-caroteno, presente en el organismo, se convierte
en vitamina A cuando el mismo lo necesita (Powers y Lennon, 1999;
Ozhogina y Kasaikina, 1995). Los carotenoides pueden atrapar
directamente radicales libres (Olson, 1993), teniendo que ser incorporados

en la ingesta nutricional (Rousseau y cols., 2004).

Aunque menos importante que la vitamina E en el sistema
antioxidante, el B-caroteno y la vitamina A actuan conjuntamente con la
vitamina C y la vitamina E en la proteccion de las células contra las ERO

(Livrea y cols., 1995).

En algunos estudios se encuentran incrementos significativos de la
concentracion de vitamina A como consecuencia del ejercicio (Aguilo y
cols., 2005; Aguilo y cols., 2003; Margaritis y cols., 2003), incluso
alcanzando el valor maximo a los cinco minutos de haber finalizado el
esfuerzo, manteniendo al sujeto parado (Duthie y cols., 1990). Sin
embargo, en otro estudio previo de nuestro grupo, se observa un descenso
de la vitamina A en plasma tras la realizacion de un esfuerzo maximo en

sujetos con diferentes niveles de entrenamiento (Olcina y cols., 2006).
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Duthie (1990) midié una hora antes la vitamina A en un medio
maraton encontrandose concentraciones de 0,85 yg/mL, hallandose a los

cinco minutos de recuperacion una concentracion de 1,0 pyg/mL.

1.1.3.3 Vitamina C

La vitamina C es el antioxidante exdgeno mas abundante
encontrado en plasma y fluidos instersticiales, que protege frente a la
peroxidacion lipidica en plasma (Frei y cols., 1989). También denominada
acido ascorbico, es un compuesto altamente polar, soluble en agua e
insoluble en medios lipidicos. Esta presente en la mayoria de tejidos y es
especialmente abundante en el tejido adrenal (Senturk y cols., 2005a),

siendo considerado como el antioxidante natural menos toxico.

La vitamina C es hidrosoluble y puede reaccionar directamente con
el anion superoxido, radicales hidroxilos y oxigeno (Sauberlich, 1994) y

tiene la capacidad de neutralizar las ERO (Bigard, 2001).

En el interior de las células, la vitamina C refuerza la accion de la
vitamina E y el GSH, regenerando sus formas activas, después de que
hayan reaccionado contra los ERO (Knez y cols., 2006; Evans, 2000;

Ashton y cols., 1999).

El incremento del acido ascorbico se correlaciona significativamente
con un incremento del cortisol, sugiriendo los autores que esta relacion es

debida a la activacion de las glandulas adrenales (Gleeson y cols., 1987).

Inhibe la oxidaciéon de lipoproteinas de alta densidad (HDL),

permitiendo asi que éstas mantengan su capacidad cardioprotectora
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(Hillstrom y cols., 2003). No obstante, a altas concentraciones puede tener
un efecto pro-oxidante en presencia de metales de transicion como el hierro

o el cobre (Frei, 1994).

Este mecanismo pro-oxidante se fundamenta en la capacidad para
reducir el hierro férrico a ferroso (reaccion de Fenton), cuando la
concentracion tisular de hierro es elevada, ya que éste es un potente
inductor de radicales, especialmente radical hidroxilo mediante la reaccion
de Haber-Weiss. Por este motivo, la megadosis de vitamina C, ha sido

cuestionada por algunos autores (Serturk y cols., 2005).

Normalmente, en concentraciones bajas de ascorbato, este tiende a
ser pro-oxidante, mientras que, a altas concentraciones tendera a ser un

antioxidante (Mandl y cols., 2009).

En relacion a mediciones realizadas durante el transcurso de
diferentes protocolos de esfuerzo, los datos aportados por Camus y cols.
(1994) indican un descenso de la concentracion plasmatica de acido
ascorbico a los 20 minutos de ejercicio de carrera cuesta abajo e
inmediatamente después de la finalizacion del esfuerzo, mientras que a los
20 minutos de recuperacion los valores eran aproximados a los de reposo.
En el protocolo de caminata cuesta arriba hubo tan solo pequefios cambios

en estas concentraciones.

En cuanto a la respuesta eritrocitaria de esta vitamina ante esfuerzos
de intensidad maxima, encontramos descensos estadisticamente
significativos (Koz y cols., 1992). Este descenso podria ser debido a su

utilizacidn para combatir la produccién de radicales libres, aunque no se
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han encontrado estudios que hagan referencia a este suceso. Otra
explicacion, podria ser la salida de vitamina C al plasma, ya que a nivel
celular existe un incremento en la actividad enzimatica antioxidante (Mena
y cols., 1991), que constituye la primera barrera para combatir la produccion

de ERO.

Dentro de las funciones que posee, se encuentra la sintesis de
colageno, de norepinefrina, de carnitina, e incluso algunos estudios
sugieren que esta envuelta en el metabolismo del colesterol a acidos
biliares, lo cual a su vez tiene implicaciones en los niveles de colesterol en

sangre (Simon y Hudes, 2000).

En la mayoria de los estudios revisados se observa un incremento
de la concentracion de vitamina C como consecuencia del ejercicio (Olcina
y cols., 2006; Jammes y cols., 2004; Rousseau y cols., 2004; Ramel y cols.,
2004; Aguilo y cols., 2003; Chevion y cols., 2003; Margaritis y cols., 2003;
Palmer y cols., 2003; Manoharan y Schwille., 1994; Duthie y cols., 1990;

Gleeson y cols., 1987; Ames y cols., 1981).

Un hecho significativo es el que aparece en el estudio aportado por
Jammes y cols. (2004), en el que se observd un primer descenso de la
concentracion de acido ascoérbico durante la recuperacion, seguido de un
aumento de la concentracidn y un posterior y ultimo descenso a los treinta

minutos de haber finalizado el esfuerzo.

Atendiendo a las adaptaciones producidas por el ejercicio en los
sistemas antioxidantes, gran cantidad de estudios han observado que la

actividad fisica practicada de manera regular puede llegar a reducir los
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valores relativos del estrés oxidativo y mejorar la capacidad antioxidante
total del organismo (Radak y cols., 2001; Mena y cols., 1991; Robertson y
cols., 1991; Alessio y Goldfarg, 1988). Se examinaron los niveles de
diferentes marcadores antioxidantes de corredores con un alto grado de
entrenamiento, moderadamente entrenados y sujetos sedentarios,
llegando a la conclusidn que la capacidad antioxidante era mejor en los
corredores con un alto grado de entrenamiento (Mena y cols., 1991). Los
deportistas de mayor grado de entrenamiento tenian mayor cantidad de
vitamina E eritrocitaria, glutation y actividad catalasa, existiendo una
relacion significativa positiva entre los metros recorridos semanalmente y

la actividad antioxidante de las enzimas eritrocitarias.
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Figura 3. Transformaciones del ascorbato (Durackova y

Gvozdjakova, 2008).

En un test maximo, uno submaximo y una etapa ciclista se encontro

como dato maximo 14,3 pg/mL (Aguilo, 2003).

11.4. Actividad fisica, estrés oxidativo y respuesta

antioxidante
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Como hemos visto, el ejercicio fisico incrementa la necesidad del
aporte de oxigeno a los tejidos, causando un incremento en la produccién
de radicales libres. Como hemos comentado antes, cuando esta produccion
de ERO excede la capacidad antioxidante del organismo, se genera un

desequilibrio que provoca estrés oxidativo y dafo celular (Sen, 2001).

La intensidad y la duracion del ejercicio son factores importantes
relacionados con la produccion de estos radicales libres (Johnson y cols.,
2011; Munoz y cols, 2010). Incluso durante la recuperacion del ejercicio
fisico, las células sanguineas pueden por si mismas producir cantidades
significativas de ERO. Los mayores generadores de ERO se localizan en
la sangre durante el ejercicio y pueden ser eritrocitos (debido
principalmente a su cantidad) y leucocitos (debido a la activacion drastica

durante el ejercicio) (Nikolaidis y Jarmutas, 2009).

Existen un gran numero de estudios que evidencian que los radicales
libres juegan un papel importante como mediadores del dafio muscular e
inflamaciones producidas como consecuencia del ejercicio extenuante. Se
dice que la generacion de radicales libres de oxigeno se incrementa
durante el ejercicio como resultado del aumento en el VO, mitocondrial y el
mayor flujo de electrones en la cadena de transporte (Alessio, 1993).
Muchos estudios revisados muestran incrementos significativos en MDA
después de un ejercicio hasta la extenuacién y cambios en los niveles
plasmaticos de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Mufoz y cols,

2010; Ashton y cols., 1999; Dekkers y cols., 1996).
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Durante los ultimos afos se han estudiado los efectos y las
diferencias existentes entre los ejercicios de maxima intensidad (hasta el
agotamiento), y ejercicios de intensidad submaxima de diferente duracién,
sobre los indicadores de estrés oxidativo y respuesta antioxidante del
organismo. En principio, parece ser que, a mayor intensidad de esfuerzo,
se produce un mayor incremento en la peroxidacion lipidica que provoca
aumentos en los niveles de MDA, como consecuencia de un mayor estrés
oxidativo (Sacheck y Blumberg, 2001; McBride y cols., 1998; Alessio y cols.,
1988; Weiss y cols., 1983), aunque los cambios producidos en éste y otros

parametros, también pueden estar influidos por la duracién del esfuerzo.

Se ha sugerido que en respuesta a una simple ejecucion de ejercicio
hay una intensidad por debajo de la cual parece no existir estrés oxidativo
(Alessio, 1993), asi como hay evidencias para pensar que la excesiva
produccion de radicales libres ocurre s6lo cuando el ejercicio es exhaustivo
(Mufoz y cols., 2010; Sastre y cols., 1992). Para Lovlin y cols. (1987) los
niveles de MDA se incrementan a partir de una intensidad de un 70% del

VO, max.

Altos volumenes de ejercicio estan también asociados con una
elevacion de las defensas antioxidantes contra el dafio oxidativo y el nivel
de entrenamiento puede influir en la magnitud de la adaptacién de esas
defensas (Knez y cols., 2006; Mena y cols., 1991). En definitiva, tanto en
ejercicio aerobico (Vollaard y cols., 2005) como el ejercicio anaerdbico
(Bloomer y cols., 2005) han sido ampliamente estudiados en relacion con

el estrés oxidativo.
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Por otro lado, Kostka y cols., (1998), llevaron a cabo un estudio en
el que intentaban determinar la relacién que podia existir entre el VO, max,
estrés oxidativo y sistema de defensa antioxidante en sujetos de avanzada
edad, llegando a la conclusién de que existe una relacion directa entre los
niveles de VO, max y MDA, mientras que la relacion es inversa entre el VO,
max y parametros antioxidantes, estableciendo que la intensidad del
ejercicio puede ser un factor desfavorable relacionado con la actividad

saludable.

En un estudio con sujetos de avanzada edad, se llevaron a cabo
pruebas de esfuerzo hasta el agotamiento, encontrando que los sujetos
entrenados presentaban menores niveles de MDA tras el esfuerzo, mayor
capacidad total antioxidante, y mayor actividad de GPX que los entrenados
(Fatouros y cols., 2004). Igualmente, nadadores jévenes, tras un periodo
de entrenamiento, presentaban mayor actividad de las enzimas
antioxidantes, SOD, catalasa y GPX, mientras que en el grupo control, los
niveles de MDA eran mas elevados que en el grupo de entrenados (Cavas

y Tarhan, 2004).

En otro estudio, donde los sujetos realizaban esfuerzos de maxima
intensidad y de 30 segundos de duracién (test de Wingate), se observaban
incrementos en los niveles plasmaticos de MDA, descensos en acido urico
y vitamina E, y no encontraron cambios significativos en los niveles de
vitamina A, (Bakery cols., 2004). Sin embargo, en otro estudio con el mismo
protocolo (test de Wingate), observaron incrementos plasmaticos en acido
urico y vitamina C, y descensos en vitamina E y beta carotenos (Groussard

y cols., 2003). Estudios realizados en ratas, también mostraban
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incrementos en los niveles de MDA, aunque se observaban descensos en
los niveles de vitamina C, en relacién a la duracion del ejercicio (Koz y cols.,

1992).

Robertson y cols. (1991) examinaron el estatus antioxidante de
corredores altamente entrenados, moderadamente entrenados vy
sedentarios y encontraron que la capacidad antioxidante era mejor en los
corredores altamente entrenados. Estos tenian mayor cantidad de vitamina
E eritrocitaria, glutation y actividad de la catalasa, y existia una relacion
significativa entre la distancia recorrida semanalmente y la actividad

eritrocitaria de las enzimas antioxidantes.

Gran cantidad de estudios han sefialado que el ejercicio puede
disminuir la reserva tisular de antioxidantes tales como la vitamina E y la
vitamina C, consideradas junto con los (B-carotenos como las vitaminas
antioxidantes primarias (Clarckson y Thompson, 2000), y que también
pueden ser transferidos de un compartimento del cuerpo como resultado
del ejercicio (Bowles y cols., 1991; Packer, 1984; Quintanilha y Packer,
1983). Por otro lado, algunos autores han indicado que las concentraciones
plasmaticas de tocoferol y acido ascorbico estdan aumentadas tras el
ejercicio intenso (Mufioz y cols., 2010; Aguilo y cols., 2003; Camus y cols.,
1990; Pincemail y cols., 1988; Gleeson y cols., 1987; Fishbaine y
Butterfield, 1984). Sin embargo, la mayoria no explican las variaciones
inducidas por el ejercicio en el volumen plasmatico (Clarckson y Thompson,

2000).
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La vitamina E, en sangre, es transportada unida a lipidos
sanguineos. Se recomienda precaucion en la interpretacion de
concentraciones plasmaticas de antioxidantes debido a las variaciones,
durante el ejercicio o el entrenamiento, que puede representar una

redistribucion entre los tejidos y el plasma (Ji, 1995).

En referencia a la vitamina C, como uno de los sistemas
antioxidantes no enzimaticos explicados con anterioridad, Duthie y cols.
(1990) encontraron un incremento de la concentracion plasmatica de acido
ascorbico a los cinco minutos de la finalizacion de una media maratén,
retornando los valores a niveles normales transcurridas 24 horas, por lo que
sugiere que estos cambios pudiesen probablemente ser debidos a la
disminucién del 6% de volumen plasmatico, siendo éste un aspecto que no
se tiene en cuenta a menudo y que puede ser fundamental en la
interpretacion de los resultados. Siguiendo esta linea, en un estudio anterior
de nuestro grupo, se encontré un aumento inmediato de la vitamina C para
tres grupos diferentes de sujetos; sedentarios, moderadamente entrenados
y entrenados. Este aumento se produjo desde el inicio hasta el final de una
prueba de esfuerzo incremental maxima en cicloergbmetro y en la
recuperacion se observo un descenso a los 5 minutos y un nuevo aumento

a los 15 minutos (Brazo-Sayavera, 2011).

El estrés oxidativo que resulta del ejercicio puede ser potencialmente
minimizado con antioxidantes de la dieta tales como la vitamina C (acido
ascorbico) y vitamina A (retinol) y E (a-tocoferol) (Allen, R.G. y Tresini,

2000; Dekkers y cols., 1996; Kanter y cols., 1993), siendo la nutricion la que
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provee gran cantidad de ellos (Watson y cols., 2005; Laursen, 2001;

Powers y Lennon, 1999).

En cuanto a las dudas que aporta la literatura, no hay datos
disponibles en la bibliografia sobre la relacion entre la intensidad del
ejercicio y los efectos producidos en los niveles plasmaticos de vitaminas
antioxidantes (Aguilo y cols., 2003). Al igual que no esta claro por qué los
estudios que examinan las concentraciones de vitaminas C y E durante y
después del ejercicio muestran diversos resultados. Esta variabilidad
puede ser debida a las diferencias en el protocolo de ejercicio utilizado, los
puntos temporales examinados, el nivel de entrenamiento de los sujetos,
factores ambientales o falta de control de los cambios que se producen en
el volumen plasmatico (Clarkson y Thompson, 2000). Maxwell y cols.
(1993) senalan que la intensidad del ejercicio y el nivel de entrenamiento

de los sujetos pueden afectar a los resultados.

Con respecto a la respuesta de los sistemas antioxidantes no
enzimaticos (vitamina E, C y A) ante esfuerzos de intensidad maxima, los
estudios encontrados no revelan datos esclarecedores, puesto que la
mayoria de ellos estudian los efectos de la suplementacion de estas
vitaminas sobre parametros de estrés. Podemos encontrar algunos
trabajos en los que se observaron incrementos en los niveles de vitamina
C (Santangelo y cols., 2003; Weiss y cols., 1983), y descensos en los
niveles de vitamina E (Surmen-Gur y cols., 1999). Resultados idénticos
obtuvieron en un estudio en el que llevaron a cabo pruebas de esfuerzo

hasta la extenuacion con jugadores de futbol (Klapcinska y cols., 2005).
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Entre los resultados derivados de estos estudios, citamos el aumento
de lactato, mientras que los niveles de MDA no se modificaron
significativamente. Los niveles de vitamina E disminuyeron
significativamente tras el ejercicio (Mufioz y cols., 2010; Surmen-Gur y

cols., 1999).

Segun algunos autores, existen diferencias en cuanto a la respuesta
antioxidante y el efecto de la formacion de radicales libres segun el grado
de entrenamiento. Asi, en pruebas de esfuerzo maximas, hasta la
extenuacion, sujetos sedentarios muestran mayores alteraciones en cuanto
a deformacion y agregabilidad de glébulos rojos, que sujetos entrenados.
Tras el periodo de suplementacion con vitaminas A, E y C, estas
modificaciones eran menores, e incluso los niveles de MDA (Senturk y

cols., 2005b).

Estos mismos autores sugieren que el estrés oxidativo provocado
por el ejercicio fisico afecta a la fragilidad osmoética de los eritrocitos, la
hemodlisis, produciendo un incremento en la hemoglobina plasmatica y
descenso en los niveles de haptoglobina. Estas modificaciones son mas
acusadas en sujetos sedentarios que en entrenados (Yalcin y cols., 2000;

Senturk y cols., 2005a).

En definitiva, para tener una mejor estimacién del nivel de estrés
oxidativo al que se somete el organismo cuando realiza actividad fisica es
recomendable la medicidn de varios marcadores biolégicos, como pueden
ser los de dafio oxidativo o los de respuesta antioxidante (Brancaccio y

cols., 2010).
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1.2 MICROALGAS

1.2.1 Fitoplancton, origen de la vida.

Se denomina fitoplancton al conjunto de los organismos acuaticos
autotrofos del plancton, que tienen capacidad fotosintética y que viven
dispersos en el agua.

El fitoplancton se encuentra en la base de la cadena alimentaria y de
los ecosistemas acuaticos, ya que sirve de alimento a organismos mayores;
es decir realiza la parte principal de la produccion primaria en los ambientes

acuaticos, sobre todos los animales marinos.

Pero ademas de eso, el fitoplancton es el responsable original de la
presencia de oxigeno (Oz) en la atmdésfera. La fotosintesis oxigénica,
aparecio evolutivamente con las cianobacterias, ademas de los plastos de
las algas eucaridticas. Durante casi 2.000 millones de afos, hasta el
desarrollo de las plantas terrestres, la fotosintesis estuvo practicamente
restringida a los mares. La mayor parte de la produccién primaria
fotosintética de los mares, entonces como ahora, es atribuible al
fitoplancton (Thurman, 1997).

A partir de la oxigenacion de la atmosfera, gracias a las
cianobacterias, surge el primer tetrapodo, evolucionado de pez a
vertebrado terrestre, el Tiktaalik. Vivié hace unos 375 millones de anos, es
el eslabén perdido de como un grupo de peces desarrollan patas para

moverse en tierra firme antes de originar los tetrapodos modernos, de los
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que forman parte la especie humana (Daeschler y cols., 2006; Shubin y
colsl., 2006).

Cuando se habla de microalgas, se asocian a problemas por el
deterioro de la calidad del agua, abastecimiento, pesca, recreacion y ocio
o riesgos para la salud. En consecuencia, las caracteristicas negativas de
las microalgas han ganado generalmente la atencion primaria de la
investigacion, asi como los medios practicos de cémo controlar su
crecimiento cuando son indeseables (Reynolds,1991).

Sin embargo, como comentamos, es un hecho bien conocido que
los microorganismos marinos representan mas del 90% de la biomasa
marina (Delong, 2007), son la linea delantera de las cadenas alimenticias
marinas y actuan como pulmén vivo para el planeta produciendo mas de la
mitad del oxigeno terrestre.

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos microscépicos
que se encuentran tanto en ambientes marinos como de agua dulce. Su
mecanismo fotosintético es similar al de las plantas terrestres. Por lo
general son mas eficientes en la conversion de la energia solar en biomasa,
principalmente debido a su estructura celular simple y sumergida en un
medio acuoso con acceso al agua, CO, y otros nutrientes. Estos
organismos constituyen un grupo polifilético y altamente diverso de
organismos procariotas y eucariotas. La clasificacion en divisiones se basa
en diversas propiedades como la pigmentacion, la naturaleza quimica del
producto de almacenamiento fotosintético, la organizacion de las
membranas fotosintéticas y otras caracteristicas morfologicas. Las clases

de microalgas mas abundantes son Cyanophyceae (algas verde-azuladas),
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Chlorophyceae (alga verde), Bacillariophyceae (incluyendo las diatomeas)
y Chrysophyceae (incluyendo algas doradas).

La comunidad microbiana marina extraordinariamente diversa
produce compuestos con propiedades estructurales unicas y estos
compuestos poseen un amplio espectro de propiedades farmacéuticas
tales como antimicrobianos, anti-tuberculosos, antivirales, antiparasitarios,
antihelminticos, antipaludicos, antiprotozoarios, anticoagulantes,
antiplaquetarios, antiinflamatorios, diabéticos y antitumorales (Imhoff y

cols., 2011).

1.2.2. Composicion Bioquimica de microalgas

Si comparasemos la composicidn bioquimica de las microalgas con
la de los alimentos tradicionales seria posible que estas fueran capaces de
aumentar el contenido nutricional de los alimentos tradicionales e incluso
afectar positivamente tanto a la salud humana como animal. Esto es debido
a su original composicion quimica.

El alto contenido proteico de varias especies de microalgas es una
de las principales razones para considerarlas como una fuente de proteina
no convencional. A su vez, el perfil de aminoacidos de casi todas las algas
es mas favorable que el comparado con las fuentes convencionales.

Las microalgas marinas se consideran como fuente potencial de
proteinas de alta calidad. El contenido proteico de algunas especies de
microalgas, incluyendo Chlorella, Spirulina, Scenedesmus, Dunaliella,

Micractinium, Oscillatoria, Chlamydomonas y Euglena, representa mas del
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50% del peso seco y estas proteinas tienen un alto valor biolégico. En el
caso de S. platensis, aproximadamente el 80% del nitrégeno proteico
podria extraerse de la biomasa desgrasada con hexano. Por lo tanto, S.
platensis se considera como una fuente principal de proteinas bioactivas
en el medio marino. Ademas, especies como Spirulina y Chlorella con
valores biolégicos de 77,6% y 71,6%, respectivamente, no solo han sido
reconocidas como fuentes de alta calidad de proteinas, sino también como
fuentes potenciales de proteinas bioactivas. Las proteinas de microalgas
comprenden aminoacidos esenciales, especificamente lisina vy
aminoacidos de cadena ramificada (BCAA), isoleucina y valina, que
representan el 35% de los aminoacidos esenciales en las proteinas
musculares humanas. El analisis de composicion de las proteinas de
microalgas indica claramente que esta proteina de alta calidad puede
utilizarse eficazmente como suplementos directos o podria utilizarse para
la formulacién de otros productos de salud como los nutraceuticos (Brown,
Jeffrey, Volkman y Dunstan, 1997).

Recientemente las proteinas derivadas de animales, como carne y
productos lacteos han sido muy criticadas por el mercado nutricional debido
a las enfermedades de los animales y a la nueva tendencia hacia una dieta
vegetariana (Fuhrman & Ferreri, 2010). En este sentido, por su alto valor
bioldgico, las proteinas derivadas de microalgas marinas podrian utilizarse
como una fuente alternativa de proteinas para alimentos y productos
farmaceéuticos (Nasseri, Rasoul-Amini, Morowvat y Ghasemi, 2011). Los
carbohidratos en microalgas pueden ser encontrados en forma de almidén,

glucosa, azucares u otros polisacaridos. Su digestibilidad es alta, por lo que
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no hay limitacién, de uso en preparados alimenticios tanto para animales
como para humanos.

Los lipidos en las microalgas estan compuestos de glicerol, bases
esterificadas de acidos grasos saturados e insaturados (12 a 22 atomos de
carbono). Entre todos los acidos grasos en microalgas tienen especial
interés algunos de las familias n3 y n6 (acido eicosapentaenoico, 20:5n3 o
acido docohexaenoico, 22:6n3). La cantidad y la relativa proporcién de
acidos grasos pueden estar afectadas por factores nutricionales y
medioambientales, por ejemplo, la limitacion por nitrégeno, estrés
producido por un exceso de luz o salinidad que pueden producir un
aumento considerable del contenido en &acidos grasos (ejemplo de
plasticidad metabdlica), (Spolaore y cols., 2006; Becker, 2007).

En las dos ultimas décadas evidencias médicas demuestran que el
consumo de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 (LC-
PUFASs) previene enfermedades cardiovasculares (Shahidi y Miraliakbari,
2004), cancer (Roynette y cols., 2004), infartos (Hankey y Jamrozik, 1996),
diabetes (Seo y cols., 2005), enfermedades inflamatorias o desordenes
neuropsiquiatricos (Reddy y Yao, 2003).

Actualmente la fuente comercial de acidos grasos poliinsaturados es
el aceite de pescado, el cual es rico en estas sustancias debido a que los
peces se nutren en una proporcidn elevada de fitoplancton marino que es
el organismo que en origen los sintetiza. Desgraciadamente, la mayoria de
los aceites de pescado que se producen hoy dia se destinan a la produccion
de margarinas via hidrogenacion (Yongmanitchai y Ward, 1989), por lo que

no se satisface la demanda mundial de estos compuestos.
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Cabe por tanto pensar en el fitoplancton marino como fuente
potencial de acidos grasos poliinsaturados, cuya principal dificultad estriba
en la seleccion o mutacion de la especie adecuada y en el desarrollo de
sistemas de cultivo apropiados. Las ventajas de las microalgas como fuente
de acido eicosapentaenoico (EPA) respecto de los aceites de pescado son
diversas. En primer lugar, el EPA obtenido a partir de microalgas se
encuentra libre de colesterol, del olor propio del pescado, asi como de
diferentes toxicos que tienden a acumularse en las grasas del pescado y
facilita ademas una biomasa de composicion homogénea lo cual simplifica

en mucho los procesos de extraccion y purificacion posteriores.

1.2.3. Pigmentos procedentes de microalgas

Como organismos fotosintéticos, las microalgas contienen una serie
de pigmentos captadores de la luz que suelen encontrarse en bajas
concentraciones, si bien, bajo ciertas condiciones fisioldgicas, pueden
acumularse en la célula alcanzando concentraciones considerables.

Aparte de las clorofilas, los pigmentos mas importantes desde el
punto de vista comercial son las ficobiliproteinas (pigmentos antena que se
encuentran en cianobacterias y algas rojas, como la ficocianina y la
ficoeritirina) y los carotenoides (carotenos y xantofilas que actuan en las
células como fotoprotectores y pigmentos antena, de los que existen unos
400 diferentes). Sin embargo, solo unos cuantos son utilizados
comercialmente, como el B-caroteno, la zeaxantina, la astaxantina, la

cantaxantina y la luteina.
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pB-caroteno:

La microalga Dunaliella bardawil (Dunaliella salina) puede acumular
hasta un 10 % de su peso seco en forma de p-caroteno, lo que la convierte
en una potencial fuente de este pigmento (Cohen, 1986).

Su utilizacidn comercial comprende el empleo como colorante
alimentario natural, fuente de vitamina A (se trata del precursor de esta
vitamina) y como farmaco antioxidante en la prevencion del cancer (Krinsky

2003; Spolaore y cols., 2006).

Astaxantina:

Es un carotenoide de alto valor afiadido con aplicaciones en la in-
dustria nutraceutica, cosmética y alimentaria. Esta xantofila se encuentra
en muchas microalgas en muy bajas cantidades. Haematococcus pluvialis
es la unica microalga que se ha explotado comercialmente para la
produccion de este pigmento ya que su contenido en él, puede contener
hasta un 3 % del peso seco de la biomasa (Olaizola y Huntley, 2003). Este
compuesto se utiliza en acuicultura para dar pigmentacion a la carne de los
peces.

La ingesta de astaxantina, acumulada en elevadas cantidades por la
microalga Haematococcus pluvialis, resulta efectiva contra el cancer de
mama (Chew y cols., 1999). Los contenidos en astaxantina en diversas
especies varian ademas en funcion de las condiciones de cultivo; por

ejemplo, la limitacion de nitrogeno incrementa el contenido en astaxantina
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de Haematococcus pluvialis (Boussiba y Vonshak, 1991; Del Rio et al.,
2005). Oftros estudios demuestran que la astaxantina natural es un
excelente protector solar (interno) protegiendo la piel del dafio causado por
la exposicidn a rayos UV, teniendo un gran potencial como suplemento

antiedad de belleza y protector de la piel (Capelly y cols., 2012).

Luteina:

El organismo humano no biosintetiza la luteina, por lo que debe ser
obtenida a partir de otras fuentes naturales para ser ingerida en la dieta.
Estas fuentes naturales pueden ser microalgas, bacterias y plantas
superiores, las cuales acumulan luteina como pigmento fotosintético y
agente protector frente a la luz solar.

Entre las principales funciones de la luteina se encuentran sus
propiedades antioxidantes que protegiendo al organismo de los efectos
nocivos de los radicales libres.

A pesar de la amplia distribucion de la luteina en plantas superiores
y en productos industriales no es hasta hace varias décadas cuando se
estan realizando esfuerzos para establecer una produccién comercial de
este pigmento a partir de microalgas. Estos microorganismos constituyen
una importante fuente para la produccion de carotenoides debido a que
pueden ser acumulados en cantidades muy superiores a las de otros
organismos fotosintéticos. La generacion de estos pigmentos depende de

la capacidad bioquimica de la especie de microalga seleccionada.
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Las microalgas que han sido referenciadas como potencialmente
utiles para esta aplicacion por su elevado contenido en luteina son
Muriellopsis sp., Chlorella zofi-giensis, Chlorella protothecoides 'y
Scenedesmus almeriensis (Shi y cols., 2002; Sanchez- Fernandez 2008).
La sintesis de luteina esta ligada a la generacién de biomasa, de forma que
las mayores productividades de luteina se alcanzan para las condiciones

de cultivo que también maximizan la productividad de biomasa.

1.2.4. Microalgas en alimentacién animal.

La biotecnologia microbiana ha ganado considerable importancia en
las ultimas décadas y su uso se esta extendiendo dia a dia en varias areas
como la investigacion nutracéutica, la fuente de energia renovable, la
produccion de biomoléculas esenciales como el B-caroteno, la astaxantina,
los PUFAs, la produccion de biocolorantes, el tratamiento de aguas
residuales, la biorremediacion y la acuicultura etc. Entre todas estas, las
microalgas como fuente de nutricion han llamado la atencion desde hace
mucho tiempo y son ampliamente utilizadas en nutricion animal. La harina
de pescado es el ingrediente proteico preferido de la alimentacion en la
industria de la acuicultura, contribuyendo significativamente al costo de
produccion variable. Sin embargo, la disminucion de la oferta de harina de
pescado y el aumento de los costos amenazan la sostenibilidad y el
crecimiento de la industria acuicola. Por lo tanto, la solucién completa o
parcial de la harina de pescado con proteinas alternativas es necesaria

para resolver el problema. En la actualidad, las microalgas se utilizan en
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todo el mundo como una fuente alternativa de proteinas que sustituye la
harina de pescado con éxito. En los ensayos de alimentacion con peces,
se ha descubierto que muchos tipos de microalgas se usan para aumentar
el crecimiento (acrecion de proteinas), la utilizacion de alimentos, la
actividad fisiologica, la respuesta al estrés, la tolerancia al hambre, la
resistencia a las enfermedades y la calidad de la carne.

Las microalgas juegan un papel vital en la cadena alimentaria
acuatica y se usan popularmente en la cria de animales acuaticos como
moluscos, camarones y peces en diferentes etapas de crecimiento
(Borowitzka 1998).

Las microalgas se usan comunmente en la crianza de larvas de
peces marinos. Se anaden directamente al agua en los tanques de cria,
cuando se aplica la técnica de "agua verde" (Reitan y cols., 1997), o se
utilizan como alimento para rotiferos. La adicion de microalgas a menudo
tiene un efecto positivo en las tasas de supervivencia de las larvas de peces
(Oie y cols., 1997) y en la composicion de especies de la microbiota
intestinal de las larvas al disminuir el numero de bacterias oportunistas
(Salvesen y cols., 1999). En cultivos rotiferos, el uso de microalgas conduce
a una disminucion del numero de bacterias asociadas con los rotiferos, en
comparacion con los cultivos alimentados con dietas basadas en levaduras

(Oie y cols., 1994).

En la mayoria de los casos, todas las algas se utilizan como alimento

o suplemento alimenticio. Los datos sobre la composicidn quimica de algas

dan la informacion basica sobre el potencial nutritivo de la biomasa de algas
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(Brown y cols., 1997). La popularidad de las microalgas como pienso de
acuicultura esta aumentando dia a dia debido a su tamafo adecuado, alto
valor nutricional, alta tasa de crecimiento, propiedad antioxidante, poder de
resistencia a enfermedades, etc. El valor nutricional de las microalgas esta
influenciado por su tamafo, forma, digestibilidad y composiciones
bioquimicas (Brown y cols., 1997). Se utilizan como nutrientes basicos y
como fuente de pigmentos para colorear la piel. Por lo tanto, diversas
composiciones quimicas de varias microalgas han sido determinadas por
varios autores para revelar su valor nutricional para usarlas con éxito como
alimento acuicola.

Las microalgas no son solamente consideradas como fuentes
esenciales de alimentacion en acuicultura, sino que también juegan un
papel importante en el incremento de la calidad de las especies animales
cultivadas. El contenido en aminoacidos, acidos grasos, asi como otras
biomoléculas, influye de forma determinante en el desarrollo de larvas y
bivalvos.

Hoy en dia existen mas de 40 especies diferentes utilizadas en
acuicultura, en la tabla 3, detallamos el perfil bioquimico de las cepas
marinas destinadas a acuicultura con mayor contenido proteinico y lipidico.

Las algas vivas también mejoran la calidad del agua, son el punto de
inicio bioldgico en el flujo de energia a través de las cadenas alimentarias
acuaticas, su presencia influye en el contenido de O2 y CO2 del medio,
afectando de forma directa al crecimiento de la fauna de los ecosistemas

acuaticos.
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Tabla 3. Perfil bioquimico de las cepas marinas destinadas a

acuicultura con mayor contenido proteinico y lipidico.

Especie de microalga Proteinas, % Carbohidratos, % Lipidos, %
Chaetoceros calcitrans 34 6,0 16
Thalassiosira pseudonana 34 8,8 19
Isochrysis aff. galbana (T-1SO) 23 6,0 20
Nannochoropsis sp. 40 20,0 27
Pavlova lutheri 29 9,0 12

Richmond y cols. (2010).

Investigadores han mostrado que la adicion de microalgas
(Schizochytrium sp.) en dietas de vacas lecheras o cabras contribuyo por
un lado a un incremento de los niveles de DHA y acido linoleico,
reduciéndose por tanto los acidos grasos saturados en vacas y, por otro
lado, que la adiccidén de esta cepa en el alimento a cabras se traduce en el
aumento de niveles de DHA y EPA en la leche y también en el yogurt o
queso feta (Papadopoulos y cols., 2002).

Diversos estudios han mostrado cdmo la incorporaciéon de Spirulina
platensis en dietas para conejos reduce los niveles de colesterol en el suero
de la sangre de animales e incrementa el colesterol lipoproteinico. En otro
estudio relativo a conejos adultos, encontraron que la incorporacion de S.
platensis en la dieta incrementd la digestibilidad de la proteina cruda.
Ademas, se ha estudiado que el consumo de algas ricas en acidos grasos
poliinsaturados enriquece la carne con esos mismos acidos grasos. A su

vez, las microalgas S. platensis y Schizochytrium sp. han sido utilizada
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como un suplemento proteico y suplemento de DHA (en la dieta para
cerdos).

Por otro lado, la alimentacion de Chlorella en un porcentaje de un 2
y 10 % en gallinas condujo a un aumento del acido linolénico y DHA en la
yema de huevo, con una simultanea reduccion del acido docosatetraenoico,
en especial cuando la cantidad de algas afadidas a la alimentacion excedia
del 10 %. Ademas, la adicion de Spirulina en la dieta de las gallinas
ponedoras mejoroé el color de la yema de huevo.

Las microalgas son el objeto de interés de las grandes empresas del
sector alimentario. Actualmente en Espafia podemos encontrar alguna que
otra empresa reciente sobre microalgas en vias de produccion, entre ellas
podemos citar Easy algae, Algae- nergy o Aqualgae (EBT) para acuicultura
o Cleanalgae también para el mercado de la acuicultura o incluso empiezan
en el mercado de la cosmética, nutricion, farmacéutica o bioenergia. Por
otro lado, solo en Espafa se implementan mas de un centenar de proyectos
de desarrollo tecnoldgico basados, en microalgas y mas de una decena de

grandes proyectos de construccion de plantas de cultivo.

1.2.5. Microalgas y contaminacion del medio acuatico.

El medio acuatico y en especial el marino es uno de los ambientes
mas expuestos a los contaminantes, debido a que las descargas, sean por
via terrestre, acuatico-terrestre o atmosférica, tienen como receptaculo final
el ambiente marino (Acufa-Gonzalez y cols., 2004, Coll y cols. 2004,

Garcia-Céspedes y cols. 2004.). En estos sistemas las microalgas
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constituyen el principal componente del fitoplancton que soporta la cadena
trofica, de esta manera, un cambio, sea cualitativo o cuantitativo, producido
por un contaminante, podria repercutir drasticamente en el ecosistema
(Franklin y cols. 2000).

A concentraciones bajas, muchos de los metales juegan un papel
esencial en el metabolismo de las microalgas, tal es el caso de los metales
Zn y Cu (Tadros y cols. 1990); sin embargo, cuando las concentraciones
son altas, dan origen a condiciones de contaminacion del medio que
provocan disbalances metabdlicos en el fitoplancton (Rodriguez y Rivera
1995). Por ejemplo, cuando el fitoplancton es expuesto a concentraciones
elevadas de metales pesados, se produce una inhibicién del crecimiento,
asi como cambios morfolégicos, generados como una respuesta fisiologica
a la exposicion del metal que tienen como consecuencia una menor
capacidad de respuesta de las poblaciones al ambiente (Rand y Petrocelli
1985, Walsh y cols. 1987, Visviki y Rachlin 1994).

Algunas microalgas de zonas templadas han sido consideradas
como especies modelos para estudiar efectos de contaminacion, debido a
su sensibilidad ante diversos materiales de prueba, poseer una alta tasa de
crecimiento y de ser cultivadas facilmente en el laboratorio (Couture y cols.
1985).

Concretamente la Tetraselmis chuii, debido a su gran distribucion en
los ecosistemas tropicales y amplia utilizacion en cultivos de laboratorios,
le confiere una importancia notable como una posible especie modelo para

estimar el impacto ambiental producido por xenobidticos.
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1.2.6. Microalgas y peptidos bioactivos

Las algas marinas estan ampliamente presentes en la dieta humana
asiatica, y se ha encontrado que tiene beneficios para la salud y las
enfermedades cronicas, como las enfermedades cardiovasculares, cancer
y diabetes, de acuerdo a los estudios observacionales en el Sudeste
Asiatico. En este sentido, los organismos marinos producen una variedad
de moléculas bioactivas, que pueden desarrollarse como nutracéuticos y
farmacos para la suplementacion de la nutricion humana y la terapia de
enfermedades (Browlee y cols., 2011).

Las algas marinas incluyen microalgas unicelulares y macroalgas
multicelulares. Como se comentd anteriormente, en las algas marinas
existe un alto contenido de proteinas, generalmente del 5 al 15% del peso
seco en las algas marrones y del 10 al 47% del peso seco en las algas rojas
y verdes. Recientemente, existe un enorme interés en utilizar la proteina de
algas marinas como fuente de péptidos bioactivos (Dettmar y cols., 2011).
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos, los péptidos derivados de
algas marinas pueden estar implicados en diversas funciones bioldgicas,
incluyendo efectos antioxidantes, anticancerigenos, antihipertensivos,

antiateroscleroéticos e inmunomoduladores.

1.2.6.1. Biopeptidos antioxidantes: Existen varias especies reactivas

de oxigeno (ERO), tales como radicales peroxilo (ROO~), radicales de 6xido
nitrico (NO”), radicales hidroxilo (OH") y radicales superdxido (O27). La

acumulacion ilimitada de ERO puede conducir a muchos trastornos de
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salud como el cancer, la diabetes mellitus, el envejecimiento, la
hipertension y las enfermedades neurodegenerativas e inflamatorias (Valko
y cols., 2007). El uso de antioxidantes sintéticos como el hidroxianisol
butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado (BHT) y la terc-butilhidroquinona
(TBHQ) en los seres humanos esta asociado con algunos efectos
secundarios, como la carcinogénesis y el dafio hepatico (Lindenschmidt y
cols., 1986). Por lo tanto, es importante buscar antioxidantes seguros y
naturales para la proteccion contra los trastornos de salud inducidos por
ERO.

En el océano, el ambiente extremo, como la baja intensidad de la luz
y altas concentraciones de oxigeno, conduce a la formacion de radicales
libres y otros ERO en las células. Por lo tanto, para la autoproteccién contra
dafios oxidativos graves, las algas marinas podrian producir antioxidantes
potentes (Guedes y cols., 2011). De hecho, las algas marinas han sido
consideradas como una rica fuente de antioxidantes naturales debido a la
presencia de diversos metabolitos secundarios con efecto antioxidante.
(Ngo y cols., 2011). Especialmente, se han investigado las actividades
antioxidantes de algunos hidrolizados de proteinas o péptidos de algas
marinas. Los extractos de proteasa de las algas marinas Scytosiphon
Lomentaria e Ishige Okamurae mostraron actividades de alta magnitud.
(Ahny cols.,2004 y Heo y cols. 2008).

Sin embargo, estas actividades antioxidantes de péptidos derivados
de algas marinas se basan en un ensayo in vitro; se desconoce si las
actividades antioxidantes in vitro son consistentes con sus actividades in

Vivo.

82



1.2.6.2. Biopeptidos anticancer. el cancer es una amenaza

continuamente creciente para la salud humana. La radioterapia y la
quimioterapia son los principales enfoques para combatir el cancer, a pesar
de la presencia de efectos secundarios y el desarrollo de resistencia. Se ha
demostrado que los péptidos derivados de algas marinas poseen efectos
citotoxicos en células cancerosas humanas (Kang y cols., 2013). Por
ejemplo, a partir de residuos de proteina de Chlorella Vulgaris, Sheih y cols.
aislaron un undecapéptido con la secuencia VECYGPNRPQF, que exhibia
un fuerte efecto de antiproliferacion celular dependiente de la dosis.

Estos resultados revelan que el uso de péptidos de algas marinas
tiene potencial para la prevencion y el tratamiento del cancer, pero sus
mecanismos de accidon necesitan ser ampliamente elucidados.
Generalmente, los péptidos anticancerosos marinos destruyen las células
cancerosas mediante diferentes mecanismos, incluyendo la induccion de la
apoptosis, el desequilibrio tubulina-microtubulos y la inhibicion de la
angiogeénesis (Zheng y cols., 2011). La apoptosis, como una forma de
muerte celular programada, se produce principalmente a través de dos vias
bien caracterizadas iniciadas por la activacion de caspasas en las células:
una es la via del receptor de muerte extrinseca y otra es la via mitocondrial
intrinseca (Gupta y cols., 2009). Se informé que muchos péptidos
originados de animales marinos adoptaban una estrategia de
desencadenamiento de procesos apoptoéticos (Zheng y cols., 2013), lo cual
deberia ser util para demostrar el mecanismo detallado de accion de los

péptidos derivados de algas marinas.
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1.2.6.3. Biopeptidos antihipertension: la hipertension se reconoce

como un objetivo clave para el control de la mortalidad relacionada con la
enfermedad cardiovascular (Verdecchia y cols., 2008). Ha habido un interés
continuo en la busqueda de péptidos bioactivos con propiedades
antihipertensivas de algas marinas. De la Undaria Pinnatifida, Suetsuna y
cols. caracterizaron 10 tipos de dipéptidos; entre ellos, cuatro péptidos (YH,
KY, FY e IY) disminuyeron significativamente la presion arterial en ratas
espontaneamente hipertensas. Chay cols. informaron que cinco diferentes
digestiones enzimaticas de un alga marina Ecklonia Cava mostraron
potentes efectos inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina
(ECA) con valores de IC50 de 2,33 a 3,56 ug / mL.

Por lo tanto, los péptidos ricos en arginina también pueden ser
considerados como una estrategia para la terapia de hipertension
(Udenigwe y Mohan, 2014).

1.2.6.4. Biopeptidos antiaterosclerosis: La aterogénesis es un

proceso por el cual las placas se forman gradualmente por los materiales
grasos, que pueden conducir a la tension arterial alta y a la enfermedad
cardiovascular como resultado de arterias comprometidas. Un estudio
reciente (Shih y cols., 2013), mostr6 que un undecapéptido de Chlorella,
con la secuencia amino VECYGPNRPQF, suprimi6 significativamente los
niveles de E-selectina, molécula de adhesion celular intercelular-1 (ICAM-
1), molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1), protéina
quimioatrayente de monocitos (MCP-1), y la expresidon de genes
endotelina-1 (ET-1). Por otro lado, el papel inflamatorio vascular del factor

activador de las plaquetas acetilhidrolasa (PAF-AH) se considera un
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objetivo terapéutico prometedor para la prevencion del aterosclerosis. Se
aislaron y caracterizaron varios oligopéptidos de la macroalga roja Palmaria
Palmata. (Fitzgerald y cols., 2013).

Los estudios sugieren que los efectos antiaterosclerosis de los
péptidos derivados de algas marinas podrian estar asociados con la
reduccion de la molécula de adhesion, la inhibicion de la acetilhidrolasa del
factor activador de plaquetas y la antiinflamacion.

1.2.6.5. Biopeptidos Inmunomoduladores: en ratones Balb / ¢

desnutridos, Morris y cols. informaron que la administracion oral de
hidrolizado de proteina de Chlorella vulgaris activa tanto las respuestas
inmunes innatas como las especificas, incluyendo el aumento marcado de
linfocitos, la produccidn de respuestas de anticuerpos dependientes de
células T y la reconstitucion de reacciones de hipersensibilidad retardada
(DTH). En otro estudio (Ahn y cols., 2008), se demostré que el hidrolizado
de Ecklonia Cava tenia efecto inmunoestimulante sobre esplenocitos
murinos in vitro. Adicionalmente, en ratones ICR tratados con hidrolizado
de E. Cava, la proliferacion de esplenocitos se increment6 dramaticamente;
los numeros de células T CD4 +, células T CD8 + y células CD45R / B220
+ B aumentaron notablemente; el TNF-a y el IFN-y fueron regulados
negativamente, e IL-4 y IL-10 fueron reguladas positivamente.

Las observaciones anteriores sugieren que el mecanismo
inmunomodulador de proteinas o péptidos derivados de algas marinas esta
implicado principalmente en la regulacion de citoquinas y en las vias de

proliferacion de células T y células B.
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1.3. TETRASELMIS CHUII

Tetraselmis chuii es una microalga marina unicelular y movil, de 10
a 15 ym de tamafo, con forma elipsoidal que se reproduce por fision
longitudinal.

La clasificacion taxondémica de la microalga Tetraselmis chuii
(Butcher, 1959) es la siguiente:

Reino Plantae

Phylum Chlorophyta

Clase Prasinophyceae

Orden Chlorodendrales

Familia Chlorodendraceae

Género Tetraselmis

Tetraselmis chuii fue aislada por primera vez en los afos 50 en las
costas de Gran Bretafia (Butcher, 1959) y posteriormente ha sido aislada
en diferentes partes del mundo, incluida la bahia de Cadiz. Esta identificada
con el numero 8/6 en la Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP)

del Reino Unido.
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1.3.1. Analisis de composicién

La microalga Tetraselmis chuii presenta un alto contenido en
proteinas, hidratos de carbono y minerales (Tabla 4). Las proteinas
contienen acido glutamico, acido aspartico y leucina como aminoacidos
mas abundantes, y todos los aminoacidos esenciales. No se aportan datos
de asparagina, glutamina, prolina y cisteina. El calcio es el elemento mas
abundante en el liofilizado dentro del grupo de los minerales, siendo
también abundantes los cloruros y el sodio. Las grasas representan el 6,7
% del liofilizado, y aproximadamente el 50 % de los PUFAs, siendo el acido

linolénico el mas abundante.

Tabla 4. Resultados del analisis de composicion de tres lotes del
liofilizado de Tetraselmis chuii procedente de la produccién industrial de la

empresa Fitoplacton Marino S.L. (media de tres lotes + desviacion

estandar).

Determinacién Resultado
Humedad (%) 6,3 + 0,02
Proteinas (%) 37,6 £0,40

Cenizas (%) 15,5+ 0,05
Hidratos de carbono (%) 31,6 £ 0,38
Fibra alimentaria (%) 2,3+0,00
Grasas (%) 6,7 £ 0,25
Kcal/100 g 337 +1,35

Kjulios/100 g 1408 + 5,66
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Tabla 5. Aminograma (% de proteinas). Resultados del analisis de
composicion de tres lotes del liofilizado de Tetraselmis chuii procedente
de la produccion industrial de la empresa Fitoplacton Marino S.L. (media

de tres lotes + desviacion estandar).

Determinacion Resultado
Valina 2,27 +0,12
Triptéfano 0,61 £ 0,01
Treonina 1,81 +0,13
Tirosina 1,38 £ 0,15
Serina 1,63 £ 0,09
Metionina 0,87 £0,12
Lisina 2,03+0,15
Leucina 3,08 + 0,09
Isoleucina 1,57 £ 0,11
Histidina 0,65+0,13
Glicina 2,25+0,14
Fenilalanina 1,95 +£ 0,07
Arginina 2,66 £ 0,09
Alanina 2,79+0,17

Ac. Glutamico

4,67 +0,12




Tabla 6. Minerales (mg/g). Resultados del analisis de composicion de tres
lotes del liofilizado de Tetraselmis chuii procedente de la produccion
industrial de la empresa Fitoplacton Marino S.L. (media de tres lotes +

desviacion estandar).

Determinacién Resultado
Calcio 33,80+ 0,26
Magnesio 5,06 £ 0,09
Hierro 2,01 £0,04
Fosforo 6,27 + 1,87
Sodio 14,33 £ 4,16
Potasio 10,40 + 0,56
Cloruros 17,77 £ 0,25
Cobre 0,006 + 0,00
Yodo (mg/kg) 5,03 +5,78

Tabla 7. Acidos grasos (% de grasa). Resultados del anélisis de
composicion de tres lotes del liofilizado de Tetraselmis chuii procedente
de la produccion industrial de la empresa Fitoplacton Marino S.L. (media

de tres lotes + desviacion estandar).

Determinacion Resultado
Saturados 30,27 + 0,50
Monoinsaturados 22,97 £ 0,90
Poliinsaturados 46,77 £ 1,36
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1.3.2. Descripcion del proceso de produccién (Proporcionado por

Fitoplancton Marino S.L).

Para obtener la cantidad necesaria de Tetraselmis chuii, y poder

realizar el presente estudio, la empresa Fitoplancton Marino S.L, nos

proporciona la microalga y su proceso de produccion.

El proceso de produccién, consta de cuatro etapas: cultivo,

cosechado, liofilizado y envasado.

1. Cultivo

Obtencién del ino6culo. La cepa procedente de la coleccion de algas
del Instituto de Ciencias Marinas de Andalucia (ICMAN-CSIC) se
cultiva a temperatura, atmosfera de CO; y horas de luz controladas.
Cuando el volumen del cultivo se ha incrementando
convenientemente se incorpora a los fotobioreactores para su
obtencion a escala industrial.

Produccion industrial. Se utilizan dos tipos de fotobioreactores, de
inoculacién y de produccion, situados ambos en el exterior. Son
sistemas cerrados, aislados del ambiente exterior para evitar
contaminaciones. Estan formados por tanques y tubos transparentes
en cuyo interior el cultivo se desarrolla a la temperatura y luz
ambiental. Cuando en los fotobioreactores de inoculo se ha
conseguido un cultivo denso de microalgas, se trasvasa, de forma

automatizada y a través de tuberias cerradas, a los fotobioreactores
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de produccién en los cuales, una vez alcanzada la densidad celular
deseada, se realiza el cosechado de la microalga.

e Para el cultivo se utiliza agua de mar estéril, tras analisis
fisicoquimico, microbiolégico, de metales pesados y de plaguicidas.
Los analisis corresponden a tres muestras de agua recogidas a lo
largo de 1 afio. Para mantener el cultivo en condiciones optimas la
cepa es renovada cada 15 dias y dos veces al aiio se renueva a partir
de la coleccion de algas del ICMAN-CSIC. De igual forma, asegura
que para mantener constantes las caracteristicas nutricionales de la
cepa se controla diariamente la concentraciéon de nutrientes en el
cultivo, asi como todos los parametros criticos para garantizar la

reproducibilidad del proceso.

2. Cosechado.

El cosechado se realiza centrifugando el cultivo a 4 °C. La pasta

obtenida es recogida en bolsas de plastico para su posterior liofilizacion.

3. Liofilizado.
El proceso del liofilizado se realiza a una temperatura no superior a

30 °C, obteniéndose unas tortas de algas deshidratadas.

4. Envasado.

Cada lote de tortas de algas deshidratadas es triturado a temperatura

controlada y envasado al vacio en volumenes de 250 g/bolsa. Las bolsas
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se guardan en los almacenes de la empresa a una temperatura constante
de 20 °C.

La microalga Tetraselmis chuii tiene un uso extenso en el cultivo de
crustaceos, moluscos y como eslabon primario en la cadena alimentaria de
larvas de peces que, como la dorada, son criados en piscifactorias. Por
todo ello, aunque no existen referencias sobre su consumo directo en
humanos, la especie Tetraselmis chuii esta introducida de forma indirecta
en la cadena alimentaria humana.

AESAN, en septiembre de 2013, acepta la tetraselmis chuii como
nuevo alimento y consumo en humanos y en 2016 se patenta TetraSOD®,

comprimidos de liofilizado de tetraselmis chuii.

Tabla 8. % del perfil de A.G. TetraSOD®

Perfiles de los A.G %

16:0 Palmitico 26%
18:1-9 Oleico 18%
18:2-06 Linoleico 4%
18:3-»3 alfa-linoleico 19%
20:5-03 EPA 13%
Otros 20%

Fitoplancton Marino S.L

Tabla 9. SOD TetraSOD®

Unidades
ORAC (capacidad de absorcion de 34.300 pumol TE/100g
radicales de oxigeno)
Actividad SOD 30.000 U/g

Fitoplancton Marino S.L
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Tabla 10. Vitaminas de TetraSOD®

VITAMINAS Por cada 100g de producto
B1 1.04 mg
B2 0.72 mg
B6 1.20 mg
B12 230.3ug
E 52.0 mg
C 333.3 mg

Fitoplancton Marino S.L

Dado la presencia en esta microalga de cantidades importantes de
SOD vy las importantes concentraciones de vitaminas E y C, nuestra
hipdtesis seria que, al tomar una suplementacién de esta microalga, podria
producir en el individuo unos menores niveles de estrés oxidativo y con ello

una mejora en su rendimiento deportivo.
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2. OBJETIVOS

A raiz de la revision bibliografica acerca de la situacion cientifica

actual relacionada con el estrés oxidativo en el deporte, microalgas y la

microalga tetraselmis chuii, se plantean los siguientes objetivos:

1-

Valorar los efectos de la toma de la microalga
tetraselmis chuii durante 1 mes sobre los paramertros

ergoespirométricos de deportistas.

Valorar los efectos de la toma sobre el hemograma de

los deportistas.

Valorar las modificaciones que puede producir la toma

en diferentes parameros bioquimicos.

Evaluacién del efecto que tiene la toma sobre el posible

estrés oxidativo de los deportistas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. REACTIVOS UTILIZADOS

El material utilizado detallado a continuacion es perteneciente al
laboratorio de Fisiologia de la Facultad de Ciencias del Deporte de la

Universidad de Extremadura.

En las tablas 11,12,13 y 14 se detallan las caracteristicas de los

reactivos utilizados:

Tabla 11. Reactivos genéricos utilizados.

Reactivo Fabricante Ciudad
Agua destilada Dpto. Fisiologia Caceres
Agua Mil Q Dpto. Fisiologia Caceres

Metaphosphoric acid Sigma Madrid
Perchloric acid 70% Panreac Barcelona

Tabla 12. Reactivos utilizados en la valoracion del estrés oxidativo.

Reactivo Fabricante Ciudad
1-Butanol Sigma Madrid
Butylated hydroxytoluene Sigma Madrid
Methanol absolute Scharlau Barcelona
Potassium dihydrogen phosphate Fluka chemika Buchs (Suiza)
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Tabla 13. Reactivos utilizados en la determinacion de la respuesta

antioxidante.
Reactivo Fabricante Ciudad
Alpha tocopherol acetate Sigma Madrid
Ascorbic acid Sigma Madrid
Dichloromethane Sigma Madrid
Ethanol absolute Scharlau Barcelona
Methanol absolute Scharlau Barcelona
N- hexane 96% Scharlau Barcelona
Nitrégeno comprimido AirLiquide Madrid

Tabla 14. Reactivos utilizados para la valoracion de los acidos grasos.

Material Fabricante Ciudad
Metanol Benceno (4:1) Panreac. S.L. Barcelona
Acetilclorhidrico Scharlau. S.L. Sentmenat
K>CO, al 6% Panreac. S.L. Barcelona
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3.2. MATERIAL UTILIZADO

En las tablas 15,16,17,18,19 y 20 se presenta el instrumental

utilizado:

Tabla 15. Material utilizado en la valoracion médica y la valoracion del

rendimiento.
Material Modelo Fabricante Ciudad
Analizador de gases Metamax Cortex Alemania
Tapiz rodante Ergofit 4000 Powerjog Alemania
Electrocardiografo BTL 08 SD6 BTL Republica Checa
Esfingonamoémetro Aneroide Corysan Barcelona
Fonendoscopio Clasic Il S.E 3M Littmann Madrid
Interface pulsémetro Advantage interface POLAR Finlandia
PC Intel core 15 Software Windows 10
Pulsémetro S720i POLAR Finlandia
Software analizador de gases Metamax Cortex Alemania
Software pulsémetro Precision Performance POLAR Finlandia

Tabla 16. Material utilizado en la valoracion antropométrica.

Material Modelo Fabricante Ciudad

Bascula de pesaje y tallimetro Seca 225 SECA Alemania

Cinta métrica Seca 201 SECA Alemania
Paquimetro Bycondilar caliper Holtain Crymych (UK)
Plicometro Skinfold caliper Holtain Crymych (UK)

99



Tabla 17. Material genérico utilizado.

Material Modelo Fabricante Ciudad
Balanza de precision ADA 120/L Eq Sg:mem B"ELCE')GV
Bafio termostatico Raypa Espinar Barcelona
Dispensador de agua Mili Q Quick Serve Tap Ig)/\ilsopr:edr\wlgsg L(()Gch))n
Esparadrapo Omniplast Hastmann Barcelona
Gradillas portatubos Eppendorf P- Selecta Barcelona
Gradillas cortatubos Tubos 5/10 ml P- Selecta Barcelona
Guantes de latex Grado médico Krape Madrid
Laboratory film Parafilm Pechiney EEUU
Laptop Satellite Toshiba EEUU
Pipetas 100- 1000 pl Finnpipette F2 Thermo scientific Madrid
Periféricos informaticos PSC 1410 Hewlett Packard Madrid
Puntas de plastico para pipetas 5- 1000 pL Deltalab Barcelona
Termostato de bloque para tubos Multiplaces P- Selecta Barcelona

Termoémetro- medidor de humedad-

L L Huger HomFor Alemania
presion atmosférica

Tubos eppendorf (1-2 mL) Mlcrotﬁir;tsnfuge Eppendorf Alemania

Vortex (agitador vibrador) Heidolph Reax Alemania
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Tabla 18. Material utilizado en la recogida y tratamiento de las muestras.

Material Modelo Fabricante Ciudad
Algodén Enrollado Texpol Barcelona
Capilares 25 uL NA- Hp Brand Alemania
Centrifuga digital Meditronic P- Selecta Barcelona
Compresor de goma Ri- clip Riester EEUU
Congelador Horizontal Lynx Zaragoza
Gasas esterilizadas Lusan Hartmann Barcelona
Microcentrifugadora Microcen OrtoAlresa Madrid
Microcentrifugadora Biofuge pico Heraus Madrid
Probetas de vidrio DIN 12 680 Marienfeld Alemania
Tubos EDTA para extraccion de sangre de 5 mL  Valcutainer ~ Becton Dickinson Madrid
Tabla 19. Material utilizado en el analisis de las muestras.
Material Modelo Fabricante Ciudad
Analizador de lactato YSI 1500 Sport YSI Inc. Ohio (EEUU)
Columna HPLC C18 150 x 4,7 mm Thermo scientific Madrid
Columna HPLC Fypersil Gold 250X 4.6 Thermo scientific Madrid
Columna HPLC Hypersil Or:; 150 x 4.6 Thermo scientific Madrid
Coulter 6706319 Electronics LTD Luton (England)
HPLC P100- UV100 Thermofisher Madrid
scientific
HPLC Waters 996 Waters Inc. Milford (EEUU)
Software Chrom- Card Thermofisher Madrid
cromatografia scientific
Software I Praga (Rep.
cromatografia Clarity Lite DataApex Checa)
Software Millenium Waters Inc. Milford (EEUU)

cromatografia
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Tabla 20. Material utilizado para la valoracion de los acidos grasos.

Material Modelo Fabricante Ciudad

Cromatégrafo de HP- 5890 Hewlett Packard. EEUU
gases

Espectrémetro de HP-5972 Hewlett Packard. EEUU

masas

OMEGAWAX-320 de m. x [.D. mm. x SGE International Pty Australia

Columna Capilar 0.25 m Film. Ltd.

3.3. SUJETOS DE ESTUDIO

La muestra participante en el estudio estaba compuesta por un total
de 32 jugadores de Futbol pertenecientes al Diocesano CF, 16 participaban
en la division de Honor de Juveniles (maximo nivel nacional), formando el
grupo de suplementacion (GS) y 16 participaban en la liga regional
extremena, siendo el grupo control (GC). Todos ellos, tenian una carga

semanal de 8 horas de entrenamiento, de volumen e intensidad similar.

Todos los sujetos del estudio fueron informados del mismo y
aceptaron su participacién voluntaria mediante la firma de un informe
consentido, al amparo de las directrices éticas dictadas en la declaracion
de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (actualizadas en la Asamblea

Médica Mundial de Seul 2008), para la investigacion con seres humanos.

Los criterios de inclusion, detallados en el cuestionario inicial, que se

tuvieron en cuenta para la seleccion de la muestra fueron los siguientes:

- Que fueran futbolistas masculinos.

- Que pertenecieran a la categoria juvenil.
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- Que llevaran 4 anos como minimo entrenando.

- Que entrenasen habitualmente y compitieran durante todo el periodo de

estudio.
Los criterios de exclusion que se tuvieron en cuenta fueron:

- Que presentasen algun problema médico, en especial

cardiorespiratorio.
- Que fuesen fumadores.
- Que realizaran programas de suplementacién nutricional.

3.4 DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se basa en un estudio experimental en el que los
jugadores del GS tomaron durante un mes un comprimido diario de la
sustancia de estudio, sin cambiar ninguna de las actividades diarias que
realizaban ni sus habitos nutricionales y el GC no tomaron nada. Se
analizaron las siguientes variables antes del inicio de la toma y el dia

siguiente a la ultima toma.

Las variables ergoespirométricas, que se registran en el umbral

aerobico, umbral anaerobico, al final del esfuerzo y tras tres minutos de

recueparacion:

- Velocidad (Km/h).

- FC en el umbral anaerébico (ppm).

- Ventilaciéon maxima pulmonar (VE, L/min).
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Volumen de dioxido de carbono (CO,, mL/min).

Volumen de oxigeno (VO2, mL/ min).

Consumo maximo de oxigeno relativo (VO, max, mL/min/kg).

Cociente respiratorio (CR).

Equivalente de oxigeno (EqO2; unidades convencionales).

Equivalente de dioxido de carbono (Eq COg2; unidades

convencionales).

Frecuencia cardiaca (FC, ppm).

Pulso de oxigeno (Pulso O, ppm/L/min).

Variables Hematoldgicas:

Hematocrito (%).

Hemoglobina (g/dL).

Hematies (millones).

VCM (fL)

HCM (Pg).

Plaquetas (miles).

VPM (fl).

Leucocitos (miles).

Neutréfilos (10°3/uL).
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- Monocitos (1043/uL).

- Basofilos (1073/uL).

_ Eosindfilos (10A3/uL).

- VSG (mm).

Variables Bioguimicas:

- Glucosa (mg/dL).

- Colesterol T. (mg/dL).

- Triglicéridos (mg/ dL).

- Ac. Urico (mg/ dL).

- HDL-colesterol (mg/ dL).
- LDL-colesterol (mg/ dL).
- GOT (U/l).

- GPT (U/l).

- GGT (U/l).

- Creatinina (mg/dl).

Variables de estrés oxidativo y respuesta antioxidante:

- Vitamina A (ug/mL).

- Vitamina E (ug/mL).
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indices de peroxidacion lipidica:

PEROX1

- PEROX2

- PEROX3

- PEROX4

- PEROX5

- PEROX6

- PEROX7

- PEROX8

- PEROX9

- PEROX10

Variables acidos grasos:

- 12:0 (%)

- 14:0 (%)

1411 (%)

_16:0 (%)

- 16:1 (%)

~18:0 (%)
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18:1 (%)

18: 1.T (%)

18:2 n6 (%)

18:3 n6 (%)

18:3 n3 (%)

20:0 (%)

20:3 n6 (%)

20:4 n6 (%)

20:5 n3 (%)

22:5n3 (%)

24:0 (%)

22:6 n3(%)

24:1 (%)

SAT

MIN

POLI n6

POLI n3

n6/n3
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3.5. PROTOCOLOS DE VALORACION
3.5.1. Valoracién de la composicién corporal

La composicién corporal fue calculada segun las indicaciones del
grupo espafol de cineantropometria mediante la utilizacion de somatocarta

para definir los somatotipos referentes a los participantes.

El porcentaje graso fue calculado mediante la ecuacion de Yuhasz.

% Graso: 3,64 + (suma 6 pliegues cutaneos x 0,097)

Los pliegues cutaneos se determinaron con el uso del plicometro en

el hemisferio dominante de los sujetos:

Abdominal. A la derecha de la cicatriz umbilical, en sentido vertical.

Suprailiaco. Ubicado en el punto de corte formado por la linea del
borde superior del ileon y una linea que uniria la espina iliaca antero-
superior con el borde axilar anterior. El pliegue se tomé medialmente hacia

abajo formando un angulo de 45° con la horizontal.

Tricipital. Ubicado en la parte posterior del brazo, en el tercio medio.

La direccion del pliegue es vertical.

Subescapular. Situado justo debajo del pico inferior de la escapula
en direccion oblicua hacia abajo y afuera, con una angulacion de 45°

respecto a la horizontal.
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Muslo. Tomado en la parte anterior del muslo, a la mitad del
segmento en direccion vertical, con el sujeto sentado con una flexidon de

rodilla de 90° y los pies apoyados en el suelo.

Pierna. Tomado en la parte medial de la pierna donde ésta alcanza

su maxima circunferencia. El pliegue tendra una direccién vertical.
Con ellos se obtuvieron dos sumatorios:
Y4=abdominal+suprailiaco+tricipital+subescapular
Y6=X4+muslo+pierna

El porcentaje 6seo se calculd a partir del peso 6seo, utilizando la

ecuacion de Von Doblen y Rocha.

Peso Oseo: 3,02x (Talla® x D. Biestiloideo x D. Bicondiloideo (fémur) x

400) 0,712

Los diametros se determinaron en el hemisferio dominante de los

sujetos del siguiente modo:

Diametro Bicondiloideo del fémur: distancia entre el condilo medial y
lateral del fémur. Las ramas del paquimetro ubicadas hacia abajo y en la

bisectriz del angulo formado por la rodilla, en este caso 90°.

Diametro Biestiloideo: distancia entre las apdfisis estiloides del radio
y cubito. Las ramas del paquimetro ubicadas hacia abajo y en la bisectriz

del angulo formado por la mufieca, en este caso 90°.
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Diametro bicondileo del humero: distancia entre el epicéndilo y la
epitroclea del humero. Las ramas del paquimetro ubicadas hacia arriba y
en la bisectriz del angulo formado por el codo, en este caso 90°. La medida
es algo oblicua, debido a que la epitroclea suele estar en un plano algo

inferior al epicondilo.

El porcentaje residual fue determinado mediante la ecuacion de
Wurch, que lo considera un valor constante de 24,1 % para hombres, lo que

hace que todos tengan el mismo y la desviacion estandar sea igual a cero.

El porcentaje muscular fue determinado a partir del calculo del peso
muscular, que se determind mediante la diferencia entre el peso total y el

resto de pesos: 0seo, residual y graso.

Peso muscular: Peso corporal — (peso 6seo + peso residual + peso

graso)

3.5.2. Protocolo de esfuerzo

Los sujetos eran citados con suficiente antelacion al dia de la prueba
para someterles a un cuestionario sobre practica deportiva e informarle de
las condiciones en las que debia presentarse a realizar la prueba (no haber
entrenado intensamente al menos los dos dias anteriores a la prueba y

haber hecho una buena carga de hidratos de carbonos durante esos dias).

Ademas, se firmaba el informe consentido y se le entregaba el

cuestionario de habitos alimenticios para que lo cumplimentasen durante
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los tres dias previos a la prueba, indicandoles las pautas necesarias para

poder hacerlo.

El dia de la prueba, el sujetoentregaba la encuesta nutricional
cumplimentada yse sometia al examen médico (espirometria basal,
electrocardiografia, medicion de la tension arterial y auscultacion) para

descartar problemas cardiorrespiratorios y establecer sus valores basales.

La prueba se realizo en tapiz rodante (Ergofit 4000) realizando
protocolo escalonado incremental, con periodo de calentamiento de 8.
Comenzando la prueba a una intensidad de 8 km/h aumentando la carga 1
km/h en cada escalén de 2" hasta los 14 km/h, a partir de aqui se aumenta

la intensidad 1 km/h cada 1" hasta llegar al agotamiento.

Al finalizar el protocolo de esfuerzo, los sujetos permanecieron de
pie durante 3 minutos, tiempo durante el cual se continuaba registrando los

datos cardiorrespiratorios. Este fue el periodo denominado recuperacion.

Ha sido seleccionado este protocolo para su utilizacion por ser el
futbol un deporte intermitente, con cambios continuos de intensidad y
predominar el componente anaerdbico en las demandas exigidas en estos

deportistas, por ello el incremento es mayor en la fase anaerobica.

Todas las pruebas se llevaron a cabo bajo similares condiciones
atmosféricas (21- 24° C y 45- 55% de humedad relativa y presion
atmosférica comprendida entre 700 y 715 mmHg). Los valores se
expresaron en condiciones STPD (Standard Temperature and Pressure

Dry).
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Sefalar, igualmente, que todas las pruebas a lo largo del estudio se
realizaron en la misma franja horaria del dia a los deportistas para que no

se vieran afectados los resultados por los ritmos circadianos.

3.5.3. Protocolo de determinacion de umbrales

A la hora de definir los umbrales tenemos que tener en cuenta que
son conceptos mas teoricos que reales, sin embargo, en la practica son
muy utiles para el ambito de la investigacion y del entrenamiento. Podemos
entender los umbrales como barreras de utilizacién principal de unas
fuentes de produccién de energia (aerdbicas) frente a otras (anaerdbicas)
qgue en realidad nunca ocurren como un fendmeno de limite o umbral, sino
como un proceso de secuencializacion. Por tanto, cuando se hace
referencia al término umbral aerdbico (en ejercicio incremental y dinamico)
se hace referencia a un punto (en el tiempo, intensidad, carga, velocidad,
frecuencia cardiaca u otro parametro que muestre una relacion lineal con
la intensidad) en el que las fuentes de produccion de energia aerdbica
dejan de ser principales y comienzan a utilizarse otras fuentes o vias de
produccion anaerodbicas. La transicion aerobica- anaerdbica es, como su
propio nombre indica, la zona en las que las fuentes de produccién de
energia se mezclan sin que haya predominancia de unas sobre otras. El
umbral anaerdbico es el punto en el que la via de produccién de energia es

predominantemente anaerdbica (Lopez y cols, 1991).

Asi, una vez registrados y extraidos todos los datos se procedio a la

determinacién de los umbrales ventilatorios segun el modelo trifasico de
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Skinner y McLellan (1980), que es no invasivo y uno de los mas utilizados

para la determinacion de umbrales ventilatorios (Figura 4).

U.A U.Ana

vCO

EqCO2

EqO2

_ _'..:-."T. —.:_.y'.:::_—..-.-.‘-'.'“h"""""""”i. FASE Ill

T T T T T T T
10% 20% 40% 50% 60% 80% 100%
Intensidad (%)

Figura 4. Representacion ideal del modelo trifasico de Skinner y McLellan
(Modificado de Benito, 2004).

En este modelo se distinguen tres fases, la fase | (aerdbica) que
acaba con el umbral aerdbico, donde se observa valores superiores de VO,
respecto alVCOg2, un primer punto de inflexién del VE y del VCO2 y una
intensidad >40%. Esta primera fase da paso a la fase Il o de transicion
aerobica- anaerdbica en la que se observa una evolucién de los tres
parametros comentados, con una elevacién mas pronunciada del VCO,. En
esta fase la intensidad estaria entre el 40% y el 70% aproximadamente.
Por ultimo, el umbral anaerdbico (70 % de intensidad) da paso a la fase Il
que es la eminentemente anaerodbica y en la que destaca un segundo punto
de inflexién del VE y una elevacion del VCO, obteniendo valores por encima

del VO, (Skinner y McLellan, 1980).
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3.5.4. Adquisicion y tratamiento de las muestras sanguineas

Para la valoracion de los diferentes parametros bioquimicos se
extrajeron 2 tomas de sangre de la vena cubital en tubos de cristal de 10
mL con EDTA. La toma de muestras sanguineas se realizaba al inicio y al
final del estudio, previo al primer dia de la ingesta de tetraselmis chuii y
posterior a la finalizacion de la ingesta, en el GS y de forma similar en el

GC.

Tras la extraccion sanguinea, una vez extraida la cantidad necesaria
las muestras eran inmediatamente centrifugadas a 3000 rpm durante 10

minutos, separado el plasma de la sangre se guardaban a -30°C.

3.5.5. Valoracién cardiorrespiratoria

A partir de los datos obtenidos en el desarrollo del protocolo de
esfuerzo, se tomaron los valores de los parametros absolutos
cardiorrespiratorios derivados de las diferentes mediciones anteriormente
explicadas. Una vez que estaban todos los parametros absolutos (VE, VO,
VCO,, etc), se calcularon los parametros cardiorrespiratorios relativos
contemplados en las variables del presente estudio, tal como se detallan a

continuacion:

- Consumo de oxigeno relativo al peso corporal: VO,/Peso

- Consumo de oxigeno relativo al peso muscular: VO2/Peso

muscular
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- Cociente respiratorio: VCO,/VO,

- Equivalente de oxigeno: VE/VO,

- Equivalente de dioxido de carbono: VE/VCO;

- Pulso de oxigeno: VO,/FC

Todos los parametros descritos fueron calculados para cada punto

del protocolo de esfuerzo.

3.5.6. Valoracion del hemograma.

De cada tubo de sangre, extraido antes y después de la prueba de
esfuerzo, se tomaba una muestra de 200 pL, que era precipitada en un
cacillo y colocada en el coulter (Coulter Electronics LTD. Model 6706319.

Northwell Drive, Luton. England).

3.5.7. Valoracion del metabolismo energético

La determinacion en plasma de la glucosa, colesterol, triglicéridos...
se realizd mediante técnicas de espectrofotometria utilizando un
autoanalizador coulter (Coulter Electronics LTD. Model 6706319. Northwell

Drive, Luton. England).

3.5.8. Valoracion del estrés oxidativo y respuesta antioxidante

Para la valoracion de la respuesta antioxidante del organismo se
midieron los cambios producidos en los niveles de vitamina A, vitamina E,
y acido urico en cada uno de los momentos de extraccion sanguinea

descritos en el protocolo de esfuerzo tanto en plasma como en eritrocitos.
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Para la determinacién de las vitaminas A y E (vitaminas liposolubles)
se utilizo la cromatografia liquida de alta presién (HPLC) segun la técnica
descrita por Shearer (1986). Mediante la comparacion con los patrones
internos utilizados (acetato de a-tocoferol y acetato de retinol), se calculd la

concentracion plasmatica en ug/ml de vitaminas A y E de la muestra.

3.5.9. Valoracién de los acidos grasos eritrocitarios: indices de

peroxidacion lipidica.

Determinamos los acidos grasos eritrocitarios, para evaluar una
posible peroxidacién de sus membranas como indicaron Haliwell y Gutridge

(1985).

Para la determinacion de los acidos grasos se utlizd la técnica
descrita por Lepage y Roy (1986). La identificacion de los acidos grasos se
llevd a cabo por comparacién de los tiempos de retencion de los derivados
metilados de los acidos grasos problemas, con los acidos grasos patrones,
en las mismas condiciones cromatograficas y utilizando el parametro de
retencion relativa al patrén interno (C17:0) y comparados con los espectros

de las galerias contenidas en las espectrotecas.
El resultado de los acidos grasos se expresa en forma de porcentaje.

indices utilizados a partir de los porcentajes de los acidos grasos
analizados

Tras la obtencion de los valores de acidos grasos eritrocitarios se
procede al calculo de una serie de indices, con el objetivo de observar el

efecto frente al esfuerzo.

1- indices obtenidos de los porcentajes de acidos grasos:
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AGS (acidos Saturados: 12:0 + 14:0 + 16:0 + C18:0 + 20:0

+ 24:0)

AGMI (ac. Monoinsaturados: 14:1 + 16:1 + 18:1 + 18:1t +

24:1)

Insaturados n6: 18:2 n6 + 18:3 n6 + 20:3 n6 + 20:4 n6

Insaturados n3: 18:3 n3 + 20:5 n3 +22:5 n3+ 22:6 n3

Insaturados totales: insaturados n6 + insaturados n3

PEROX1: relacion entre 20:4 n6/ 20:0.

PEROX 2: relacion entre 20:4 n6/18:0.

PEROX 3: relaciéon entre 20:4 n6/16:0

PEROX 4: relacion entre 20:4 n6/14:0.

PEROX 5: relacion entre 20:4 n6//12:0.

PEROX®6: relacion entre 22:6 n3/18:0.

PEROX7: relacion entre 22:6 n3/16:0

PEROXS: relacion entre 22:6 n3/14:0

PEROXO9: relacion entre 22:6 n3/14:0

PEROX10: relacion entre 22:6 n3/12:0

indice n6/n3: relacidon entre insaturados n6 e insaturados

n3.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los resultados fue realizado mediante
el programa estadistico SPSS 19.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA).

En primer lugar, se realizd una exploracion de las diferentes
variables para determinar la normalidad, teniendo en cuenta la significacion

Shapiro-Wilks, recomendada para muestras de menos de 30 individuos.

Para el analisis de la evolucion de los diferentes parametros a lo
largo del estudio se utilizé el test no paramétrico de Wilcoxon y para la

comparacion entre grupos se utilizo la prueba de la t de Student.

Se aceptaron como significativas aquellas diferencias con una

probabilidad de ser debidas al azar menor o igual al 5% (p< 0,05).

Los resultados se expresan como la media * la desviacion estandar.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

Para un mejor seguimiento por el lector presentamos de forma
consecutiva los resultados y discusion de cada uno de los apartados que forman
este estudio, estructurados en base a los diferentes objetivos planteados,
presentando en primer lugar aquellos parametros que sirven de control del
rendimiento del deportista, para posteriormente analizar otros parametros menos
habituales en el control y seguimiento de deportistas de alto nivel como el estrés
oxidativo, la respuesta antioxidante, cambios en los acidos grasos de las

membranas de eritrocitos.

4.1. VALORACION DEL RENDIMIENTO FiSICO

4.1.1. Valoracion antropométrica

Tabla 21. Valores Antropométricos en el grupo control y el grupo suplementado
al inicio y final del estudio.

G.C G.S

Inicio Final Inicio Final

Peso total 69,55+4,70 69,1045,80 69,74+5,89 69,0545,80

2.6 Pliegues 68,00+18,21 68,12+17,95 68,38+18,67 59,24+18,05*

% Muscular 48,39+1,70 48,45+2,67 48,48+1,65 49,24+2,88
% Oseo 17,15+0,83 17,20+1,70 17,10+0,87 17,25+2,72
% Grasa 10,41+1,60 10,37+1,70 10,30+1,79 9,39+1,39*

[}

*p<0.05 test de Wilcoxon; * p<0.05 test de Student
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En la tabla 21 encontramos los valores de las medidas antropometricas
tomadas antes y después de la suplementacion al GS y GC. En ella se observa
un descenso significativo en el sumatorio de 6 pliegues y el porcentaje de grasa
corporal.

Este descenso significativo en el sumatorio de 6 pliegues y el porcentaje
de grasa corporal, que no se produjo en el grupo control, podria ser debido a que
los deportistas realizaron entrenamientos de mayor intensidad, que les haria
perder peso graso o bien que el alga disponga de algun componente no
identificado que provocase una mayor utilizacion de las grasas como sustrato
energético. Al hablar con el preparador fisico indicé que no se cambid ni la
intensidad ni el volumen de los entrenamientos en todo el periodo del estudio.
En este sentido, algunos elementos minerales como el cromo o el vanadio tienen
la propiedad de mejorar el metabolismo lipidico en las células corporales. En los
estudios realizados sobre elementos minerales en el alga estudiada, estos dos
elementos no han sido evaluados, por lo que desconocemos si existen en el alga
y a que concentracion se encuentran y por tanto no podemos descartar esta

posibilidad.

4.1.2. Analisis del estudio ergoespirométrico
Con el fin de evaluar un posible efecto ergogénico y la capacidad cardio-

respiratoria de nuestros deportistas, se les sometié a una prueba en tapiz
rodante.

121



Los resultados hacen referencia a cuatro momentos fundamentales de
dicha prueba: umbral aerdbico, umbral anaerébico, final de la prueba y tras 3

minutos de recuperacion.

Asi, en la tabla 22, presentamos los resultados obtenidos por los sujetos
del estudio en la zona donde se considera se encuentra el umbral aerébico. En
ella se observan que los valores son muy similares en el GC y GS, tanto antes

como después del periodo de suplementacion.

Tabla. 22. VValores ergoespirométricos encontrados en el umbral aerdbico en el
grupo control y el grupo suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S

Inicio Final Inicio Final
Km/h 10,55+0,69 10,62+1,12 10,71+£0,73 10,50+1,09
FC (ppm) 155,95+10,1  155,50+11,55  156,50+11,1 154,50+12,55
VO, (I/min) 2,45+0,22 2,50+0,20 2,49+0,30 2,56+0,27
VO./kg 35,40+2,50 35,80+3,01 35,51+2,87 36,59+3,11
(ml/min/kg)
VCOs; (I/min) 2,2040,25 2,31+0,31 2,23+0,26 2,31+0,30
RER 0,90+0,02 0,90+0,01 0,90+0,02 0,90+0,03
Pulso O, 15,90+2,09 15,99+1,10 15,93+2,10 16,55+1,04
(ml/beat)
VE (I/min) 68,30+11,05 68,52+11,01 68,29+11,38 70,50+11,09
VE/NO, 25,50+2,36 25,55+2,22 25,64+2,76 25,77+2,29
VE/NCO, 28,59+2,64 28,60+2,13 28,60+2,74 28,61+2,04
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En latabla 23, se presentan los resultados obtenidos en la zona del umbral
anaerdbico respiratorio de los deportistas. En ella llama la atencién una
disminucién significativa (p<0.05) en la frecuencia cardiaca de los sujetos que
fueron suplementados. Ello indicaria una menor dificultad para trabajar en esta
zona en los deportistas suplementados y una menor sensacion fisioldgica
percibida de carga. Esta situacion en el umbral anaerdbico podria indicar una
mejor economia metabolica de esfuerzo, como la que se obtiene con un mayor

grado de entrenamiento (Willmore y Costill, 2007).

Tabla 23. Valores ergoespirometricos encontrados en el umbral anaerdbico en
el grupo control y el grupo suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S
Inicio Final Inicio Final

Km/h 15,45+1,32 15,4041,12 15,50+£1,02 15,174£1,34
FC (ppm) 184,23+6,80  183,95+7,75" 184,57+7,00 177,92+7,75*
VO, (I/min) 3,33+0,41 3,34+0,24 3,34+0,43 3,35+0,26
VO,/kg(ml/min/kg) 47,60+3,65 47,98+3,56 47,71+3,97 48,06+3,26
VCOx(I/min) 3,40+0,42 3,39+0,30 3,41+0,41 3,38+0,27
RER 1,02+0,01 1,01+0,01 1,02+0,02 1,01+0,01
Pulso O,(ml/beat) 18,49+1,20 18,51+1,28 18,52+1,80 18,60+1,26
VE (I/min) 108,34+9,43 107,10£9,90 108,14+9,48 105,00+10,00
VE/NO, 29,80+2,41 29,73+2,48 29,83+2,47 29,69+2,58
VE/NCO, 29,27+2,29 29,45+2 45 29,24+2,23 29,49+2,55

¢

*p<0.05 test de Wilcoxon; * p<0.05 test de Student
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En la tabla 24, se presentan los valores a los que los deportistas llegan al
final de la prueba, la extenuacién. En ella, llama poderosamente la atencidn que,
aun corriendo a velocidades similares, los deportistas que fueron suplementados
presentaban una disminucion altamente significativa (p<0.01) en la frecuencia
cardiaca maxima y un incremento significativo (p<0.05) en el consumo maximo
de oxigeno, tanto en valores absolutos como relativos al peso corporal y el pulso
de oxigeno. Estos datos indicarian un claro efecto ergogénico atribuible a la

ingesta del alga.

Tabla 24. Valores ergoespirometricos encontrados al final de la prueba en el
grupo control y el grupo suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S

Inicio Final Inicio Final
Km/h 19,60+0,89 19,58+0,92 19,64+0,93 19,42+0,90
FC (ppm) 198,50+5,18 198,38+4,63 198,43+6,28 195,42§4,52**“’
VO, (I/min) 3,74+0,39 3,73+0,31 3,75+0,49 3,82+0,36*
VO./kg 53,49+3,25 53,55+3,40 53,56+4,26 54,74+3,43*
(ml/min/kg)
VCOs; (I/min) 4,34+0,40 4,34+0,39 4,35+0,59 4,35+0,41
RER 1,17+0,04 1,16+0,03 1,17+0,05 1,16+0,04
Pulso O, 19,06+2,40 19,08+2,41 19,04+2,53 20,08+2,25*
(ml/beat)
VE (I/min) 143,00+17,21  144,01+£18,98 142,14+18,2 146,50+£19,35
VE/NO, 36,50+4,11 37,00+4,09 36,63+4,57 37,52+4,02
VE/NCO, 31,61+£2,23 31,98+2,32 31,68+2,73 32,49+2,85

*p<0.05, ** p<0.01 test de Wilcoxon; ¢ p<0.05, b0 p<0.05 test de Student
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En la tabla 25, vemos los valores alcanzados por los deportistas tras tres
minutos de recuperacion pasiva (parados). En ella, llama la atencion un
resultado, estadisticamente significativo, descenso de la frecuencia cardiaca
(p<0.05), unicamente en los deportistas que siguieron la suplementacion. Ello
indicaria que la toma del alga produjo una mayor recuperacion interna de los

deportistas ante un esfuerzo maximo.

Tabla 25. Valores ergoespirométricos encontrados tras tres minutos de
recuperacion, en reposo, en el grupo control y el grupo suplementado al inicio y
final del estudio.

G.C G.S

Inicio Final Inicio Final
Km/h 0 0 0 0
FC (ppm) 131,23+12,12 130,90+12,20 131+£12,51 125,50+12,29**%
VO, (I/min) 0,95+0,38 0,92+0,19 0,96+0,28 0,87+0,16
VO./kg 13,29+2,45 13,01+£2,15 13,57+3,05 12,38+2,05
(ml/min/kg)
VCO,(I/min) 1,20+0,37 1,15+0,25 1,24+0,38 1,10+0,20
RER 1,28+0,10 1,30+0,09 1,29+0,11 1,27+0,07
Pulso O, 7,32+1,32 7,01+1,01 7,38+2,35 6,87+0,94
(ml/beat)
VE (I/min) 46,90+14,51 45,11+12,36 47,14+15,57 42,17+10,40
VE/NVO, 45,40+5,97 45,32+5,68 45,58+6,88 44,76+5,08
VE/VCO, 35,2843,70 35,26+3,57 35,34+3,83 35,31+3,47

**p<0.01 test de Wilcoxon; b0 p<0.01 test de Student

La evaluacién de los parametros ergoespirométricos pone de manifiesto
una clara mejoria en la funcion cardiaca y respiratoria de los deportistas
suplementados, como lo refleja los valores mas bajos de la frecuencia cardiaca

en todas las fases del esfuerzo en los deportistas, siendo mucho mas manifiesta
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al final del esfuerzo y en la recuperacion. También el incremento en el consumo

maximo de oxigeno con la suplementacion y ese mejor funcionamiento cardiaco

indicaria unas propiedades ergogénicas del alga.

4.2. VALORACION SANGUINEA

4.21.

Hemograma

Tabla 26. Hemograma completo en el grupo control y el grupo
suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S
Inicio Final Inicio Final

Hematies 5,40+0,31 5,39+0,35 5,43+0,34 5,37+0,39
HB 15,49+0,80 15,50+0,94 15,5241,00  16,28+0,74**%
Hematocrito 48,29+2,72 48,23+2,15 48,3142,75  46,68+2,25*
VCM 88,00+2,55 87,84+3,08 88,10+2,75 85,49+4,05
HCM 28,31+1,60 28,46+1,69 28,3041,57  29,82+1,71**
Plaquetas 223,67+70,05  225,39+65,56 222,72+90,05 241,31+46,99
VPM 9,00+1,42 9,01+1,20 9,02+1,53 8,04+1,19**
Leucocitos 6,57+1,17 6,43+1,73 6,55+1,67 5,86+1,73
Linfocitos 1,90+0,60 1,89+0,33 1,89+0,61 1,79+0,42
Neutrofilos 3,78+1,10 3,65+1,12 3,77+1,24 3,08+1,09
Monocitos 0,40+0,12 0,43%0,20 0,39+0,15 0,49+0,24
Baséfilos 0,05+0,02 0,06+0,05 0,05+0,03 0,08+0,06
Eosindfilos 0,28+0,18 0,25+0,19 0,28+0,19 0,21+0,20
VSG 6,59+2,80 6,0142,90 6,63%3,61 5,13+2,73

*p<0.05, ** p<0.01 test de Wilcoxon;

)
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En la tabla 26, se presentan los resultados en el hemograma al inicio y
final de la suplementacion. En ella encontramos un aumento altamente
significativo en la concentracion de hemoglobina y la hemoglobina corpuscular
media (HCM) al final del estudio en el GS, acompafado de un descenso
significativo en el valor del hematocrito, no apreciandose estos cambios en el

GC.

Sorprende los aumentos que sufrieron todos los sujetos suplementados
en la concentracion de la hemoglobina, a pesar de sufrir un descenso del
hematocrito. Entendemos que este incremento podria estar en relacion con la
presencia en el alga de algun factor hematopoyético que después de un mes de
tratamiento generase estas elevaciones.

En este sentido es conocido que el cloruro de cobalto es un factor
eritropoyetico (Lantin y cols., 2011; Lippi y cols, 2005) y su presencia en el alga
podria ser la causa de este incremento significativo de la hemoglobina en los
deportistas que la tomaron. Otra posibilidad es que con el proceso de digestion
del alga utilizada se pueda obtener algun péptido bioactico con propiedades
hematopoyéticas como los obtenidos ya en relacion a otras areas biomédicas
como inmunomudulacién, antihipertensiva o anticancerigena (Xiaodan y cols.,
2014).

Entendemos que es un hallazgo de interés tanto para el rendimiento

deportivo como para situaciones de anemia.
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4.2.2. Bioquimica general.

Tabla 27. Evolucion de algunos parametros bioquimicos plasmaticos

en el grupo control y el grupo suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S
Inicio Final Inicio Final
Glucosa 84,02+8,29 85,10+6,30 83,01£10,31  91,01+5,40**
Colesterol. T 113,11£20,81  110,78+25,15 112,27+22,73 107,78+24,40
Triglicéridos 51,44+26,20 49,60+20,30 50,79+35,39 43,59+19,07
Ac. Urico 5,74+0,72 5,75+0,73 5,76+0,76 6,04+0,77*
HDL 52,02+6,50 53,60+7,61 51,1446,35 55,54+7,50
LDL 50,37+20,21 49,12+20,11 50,97+20,62 43,58+20,91
GOT 36,23+13,76 36,11+£12,93 36,79+14,91 36,06+11,96
GPT 27,45+14,12 26,88+12,31 27,32+15,12 25,88+10,38
GGT 21,40+£18,06 22,02+17,21 21,53+£19,07 22,25+17,46
Creatinina 0,96+0,11 0,97+0,10 0,96+0,10 1,07+0,12**

*p<0.05, ** p<0.01 test de Wilcoxon; ¢ p<0.05 test de Student

En la tabla 27, se muestran los valores de algunos parametros
bioquimicos relacionados con distintos sistemas corporales. En todos los casos
los parametros estudiados estaban dentro de los valores considerados como
normales. Destacan los aumentos significativos en la glucosa, acido urico y
creatinina en los sujetos suplementados. El aumento del acido urico podria estar
en relacion con una mejora en la via de la xantin oxidasa. No encontramos una

justificacion para estas diferencias en los otros dos parametros.
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La valoraciéon de los parametros bioquimicos nos pone de manifiesto,
sobre todo, que la toma del alga no produjo ningun efecto negativo en el

organismo de los deportistas.

4.3. ANALISIS DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA RESPUESTA ANTIOXIDANTE

4.3.1. Valoracién de los acidos grasos en eritrocitos.

Una de las consecuencias del estrés oxidativo en las células es la
peroxidaciéon lipidica de los principales acidos grasos poliinsaturados. Este
proceso destruye los dobles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados de la
membrana celular transformandolos en acidos grasos saturados de cadena
menor. Por ello, Halliwell y Gutteridge (1985) propusieron que la presencia en
membranas de mayores niveles de acidos grasos saturados, acompanados de
una disminucion de los insaturados seria consecuencias de la accion de los
radicales libres de oxigeno, indicando como un posible indice de peroxidacion
lipidica la relacion entre los acidos graso insaturados y los saturados. Es por ello
que nosotros hemos seleccionado este método, mas complejo que otros, pero

muy efectivo para evaluar el posible estrés oxidativo de nuestros sujetos.

En la tabla 28, observamos en el GS que los acidos grasos palmitico
(16:0) (p<0.01), estearico (18:0) (p<0.05) y saturados en total (p<0.01)
presentaban valores inferiores tras la suplementacion con el micro alga, algo que

no ocurria en el GC.
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Tabla 28. Porcentaje de acidos grasos encontrados en la membrana de los
eritrocitos de los deportistas del grupo control y el grupo suplementado al inicio
y final del estudio.

G.C G.S

A.G. Inicio Final Inicio Final
12.0 0,46+0,11 0,43+0,30 0,47+0,13 0,42+0,31
14.0 0,25+0,34 0,37+1,01 0,21+0,12 0,63+1,18
141 3,10+0,39 3,00+0,28 3,08+0,45 2,93+0,29
16.0 30,30+2,01 30,25+2,12 30,39+2,00 28,74+2,28**
16.1 0,20+0,24 0,68+2,45 0,21+0,22 1,35+3,12
18.0 18,14+0,60 18,10+1,57 18,49+0,78 16,72+2,54*
18.1 14,32+0,64 14,15+0,81 14,49+0,75 13,86+0,94
18.1.T 1,03+0,20 0,99+0,16 1,05+0,30 0,96+0,36
18.2 11,50+2,26 12,00+2,11 11,10+2,96 12,95+2,06
18.36 0,29+0,13 0,29+0,12 0,29+0,15 0,29+0,14
18.33 0,48+0,39 0,42+0,29 0,50+0,42 0,33+0,28
20.0 0,13+0,10 0,15+0,23 0,11+0,13 0,26+0,39
20.3 1,33+0,40 1,65+1,03 1,27+0,40 1,97+1,92
204 12,50+1,15 12,82+1,18 12,62+1,11 12,94+1,24
20.5 0,27+0,15 0,28+0,24 0,25+0,16 0,31+0,28
22.5 2,61+0,93 2,63+0,46 2,62+0,96 2,65+0,40
24.0 0,71+0,12 0,71+0,28 0,72+0,13 0,72+0,29
22.6 0,41+0,29 0,39+0,19 0,42+0,32 0,32+0,16
24 1 1,69+0,66 1,684+0,56 1,71+0,76 1,62+0,66
SAT 50,26+2,21 50,00+3,32 50,39+2,19 47,49+3,77**
MIN 19,00+0,78 19,104+2,30 18,83+0,94 19,11+2,90
POLI6 16,50+1,40 16,90+2,10 16,18+1,62 17,12+2,48
POLI3 3,75+0,78 3,61+0,42 3,80+0,88 3,62+0,25
POLIT 19,95+1,73 20,00+1,92 19,98+1,90 20,74+2,53
n6/n3 4,60+1,02 4,78+1,00 4,48+1,07 4,81+0,97

*p<0.05 test de Wilcoxon; 0 p<0.05 test de Student

En los indices que propusimos relacionando las familias n6 (20:4) y n3
(22:6) de acidos grasos poliinsaturados con los saturados 20:0, 18:0, 16:0, 14:0
y 12:0, encontramos que son los relacionados con la familia n6, PEROX2
(20:4/18:0) p<0.05 y PEROXS (20:4/16:0) p<0.01 fueron los que presentaron un

aumento significativo, lo que estaria en relacidn con una menor peroxidacion
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lipidica en los deportistas del GS, presentando una diferencia significativa en el

indice PEROX3 (p<0.05), tabla 29.

Tabla 29. Valores hallados para los indices de peroxidacion lipidica en los
eritrocitos en el grupo control y el grupo suplementado al inicio y final del

estudio.
G.C G.S
PEROX Inicio Final Inicio Final
PEROX1 26,10+25,61 34,34+33,11 24,78+28,60 42,11+38,18
PEROX2 0,68+0,04 0,69+0,09 0,68+0,06 0,79+0,12*
PEROX3 0,42+0,04 0,41+0,04 0,41+0,07 0,45+0,08**¢
PEROX4 45,00+22,32 40,97+26,35 44 96+28,69 39,52+27,72
PEROX5 29,1049,80 27,89+19,10 29,46+10,53 26,89+19,49
PEROX6 1,13+1,58 1,15+1,14 1,11+1,78 1,18+1,08
PEROX7 0,02+0,02 0,02+0,02 0,02+0,02 0,02+0,01
PEROX8 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
PEROX9 1,61+£1,50 1,45+0,98 1,69+1,89 1,12+0,82
PEROX10 0,94+0,54 0,90+0,58 0,96+0,64 0,82+0,69

*p<0.05 test de Wilcoxon; 0 p<0.05 test de Student

4.3.2. Valoracidn de la respuesta antioxidante no enzimatica

4.3.2.1. Vitamina A y E.

A continuacién, se muestran los datos obtenidos en vitamina A y E

eritrocitaria y plasmatica de los deportistas.

Tabla 30. Valores de Vitaminas Ay E (ug/ml) en eritrocitos del grupo control y
el grupo suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S
Eritrocitos Inicio Final Inicio Final
CVA (vit. A) 4,20+0,22 4,35+0,67 4,27+0,52 4,43+0,65
CVE (Vit. E) 37,13+6,87 37,25+16,12 37,61+5,71 42,65+17,06*

*p<0.05 test de Wilcoxon; 0 p<0.05 test de Student
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En la tabla 30, se presentan las concentraciones eritrocitarias de la
vitamina A y E en los dos grupos de estudio. En ella se puede apreciar unos
valores significativamente mas elevados de vitamina E en los sujetos tras la

suplementacion con el alga y también en el GS respecto al GC.

Tabla 31. Valores de Vitaminas A y E (ug/ml) en plasma del grupo control y el
grupo suplementado al inicio y final del estudio.

G.C G.S
Plasma Inicio Final Inicio Final
CVA (vit. A) 1,10+0,67 1,02+0,22 1,12+0,75 0,81+0,28
CVE (Vit. E) 7,91+£5,10 8,10+4,16 7,95+5,54 11,20+4,18**

[}

*p<0.05 test de Wilcoxon; * p<0.05 test de Student

En la tabla 31, se presentan las concentraciones en plasma de vitamina A
y E, en ella se puede observar como, al igual que ocurrioé en los eritrocitos, la
concentracion mas alta se presentd en los sujetos al final del periodo de

suplementacién en el GS no produciéndose este incremento en el GC.

Como ya se indico en la introduccion la Vitamina E es el antioxidante mas
importante de que dispone la célula en los compartimentos lipidicos para
defenderse de los radicales libres de oxigeno, por tanto, el aumento significativo
de sus concentraciones tanto en eritrocitos como en el plasma del GS podria ser
la causa por la que los indices de peroxidacion lipidica son mas bajos tras la
suplementacion en estos sujetos y, sin embargo, no sufren modificacion en los
no suplementados. Este aumento de vitamina E en los suplementados con el

alga estaria en relacion con las importantes concentraciones que posee el alga
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suplementada o la presencia de algun péptido biogénico antioxidante como

indicaron Fan y cols. (2014).

Las concentraciones mas elevadas en vitamina E, tanto en plasma como
en eritrocito, unido a una menor concentracion en membranas de acidos grasos
saturados nos indicaria que la toma de la microalga estaria mejorando el estrés
oxidativo de nuestros deportistas y como indicaron recientemente Capd y cols.
(2016) una mejora en los procesos relacionados con los radicales libres y el

ejercicio fisico.

Esta mejora en el estrés oxidativo junto con el aumento de la hemoglobina,
llevaria a un estado de mejor rendimiento fisico como reflejan los cambios

encontrados en nuestro estudio.

Los datos encontrados en este estudio obligan a realizar estudios futuros

relacionados con:

- Posibles cambios en la composicion corporal en otras poblaciones.

- Estudios para la evaluacion del efecto eritropoyetico de este alga,

que podria tener gran interés en medicina clinica.

- Estudios conducidos a comprobar a que serian debidos este efecto

antioxidante.

133



CONCLUSIONES




5. CONCLUSIONES

La toma de un comprimido al dia, durante un mes, de la microalga

Tetraselmis chuii (tetraSOD®) produjo:

1-

2-

Disminucion de los niveles de grasa periféricos.

Una disminucion en la frecuencia cardiaca, en el umbral anaerobico, final
de la prueba y recuperacion que indicaria una mejora en el rendimiento
en la prueba de esfuerzo.

Un aumento del consumo maximo al final de la prueba.

La hemoglobina sufrio un incremento altamente significativo acompanado
de un descenso en el hematocrito.

La glucosa aun estando en valores normales se encontraba en valores
mas elevados tras la suplementacion.

Los acidos grasos saturados 16:0 y 18:0 descendieron en eritrocitos tras
la suplemetacion.

Los indices de peroxidacion lipidica en relaccion a los acidos grasos
eritrocitarios indican la presencia de una menor peroxidacion lipidica tras
la suplementacion.

La vitamina E se elevo significativamente tanto en eritrocito como en

plasma tras la suplementacion.
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INFORMA: Que una vez analizada, por esta Comision la solicitud de Proyecto de
Investigacion titulado * Efectos de la ingsta de Tetraselmis Chuii sobre el estréx oxidativo en
Deportistas®, cuyo Investigador Principal es D/D* Javier Rodrigo Bellido, ha decidido por
unanimidad valorar positivamente el proyecto por considerar que se ajusta a las normas

éticas y de Bioseguridad esenciales cumpliendo con la normativa vigente al efecto.

Y para que conste y surta los efectos oportunos firmo el presente informe en Badajoza 6 de

Septiembre de 2016

Fdo.: Fernando Henao Davila

Presidente por Delegacion de

Comision de Bioética y Bioseguridad
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INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Se le ha pedido que participe en esta investigacion, el propdsito de este documento es explicarle en qué
consiste el estudio para que le ayude a tomar una decision sobre la invitacion para participar en el mismo. Antes
de decidirse a participar, por favor, tome todo el tiempo que necesite para hacer todas las preguntas necesarias.
Asimismo, siéntase con la libertad de hablar con cualquier persona, su familia, amigos, médico, o cualquier otro
profesional de la salud.

Este proyecto de investigacién estara desarrollado por el Laboratorio de Fisiologia de la Facultad de Ciencias
del Deporte, Departamento de Fisiologia, que dirige el profesor y Doctor en Medicina y Cirugia D. Marcos Maynar
Marifio. El proyecto esta controlado por personal titulado y cualificado entre los que se encuentran Licenciados y

Doctores en Ciencias de la Actividad Fisica y el Deporte, y un Doctor especialista en Medicina Deportiva.

Pedimos su colaboracién para realizar las siguientes actividades:

Se le realizard un estudio antropométrico para calcular sus porcentajes de grasa y de masa muscular y una
bateria de test para valorar su condicidn fisica antes y después de la prueba de esfuerzo.

Le extraeran muestras de sangre antes de la prueba de esfuerzo y un mes después de la suplementacion
de tratamiento, se realizard el mismo protocolo, extraccidn de sangre y posteriormente la prueba de esfuerzo.

El objetivo que persigue el estudio es determinar qué efectos provoca la ingesta del suplemento de microalgas

(Tetraselmis Chuii).

En caso de detectar, mediante las pruebas, cualquier tipo de incompatibilidad entre el evaluado y el
programa de actividades, el equipo de evaluacién le informaria y se suspenderian las pruebas o participaciones
restantes.

La realizacidon de este estudio no precisa la administracion de ningiin medicamento.

Beneficios, riesgos y molestias:

Usted no obtendra ningun beneficio directo por participar en este estudio. Sin embargo, su participacion
en esta investigacién puede ayudar al conocimiento de las propuestas planteadas.

Este estudio no debe ocasionarle riesgos ni molestias, salvo aquellos que pueden ser derivados de la

practica normal del ejercicio (cansancio, etc.).
Alternativas:
Usted tiene como alternativas participar o no en este estudio.

Revisiéon de documentos originales, confidencialidad y proteccidn de datos personales.

Informacién y muestras codificadas.

Para proteger su confidencialidad, sus datos, su muestra y sus resultados estaran identificados con una
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etiqueta en la que sélo aparecera un cédigo, pero no su nombre ni sus iniciales. A esto se le denomina “informacién
codificada”. Unicamente el investigador principal guardara un archivo confidencial con la vinculacién de este cédigo

con su nombre.

Almacenamiento de las muestras y analisis posteriores de las muestras.

En todo momento las muestras se almacenaran en un lugar seguro. Realizados los andlisis las muestras
serdn almacenadas anonimizadas, de tal manera que no podrd relacionarse con usted ni identificarse. En estas
condiciones podria ser analizada en otros estudios o por otros investigadores con un proyecto aprobado por un
Comité de Etica e Investigacion o correspondiente, y siempre que se respeten los objetivos y principios establecidos

en este documento.

Informacién personal y resultados
El consentimiento informado que firma para participar en esta investigacion, se conservara en un archivo
especial y seguro, separado de su historia y no forma parte de ella. Su nombre no aparecera en ninguna publicacién

o informe acerca de esta investigacion.

Su informacién médica y sus resultados de la investigacion formaran parte de los medios que permitira a
los investigadores comprender la respuesta del organismo con el ejercicio fisico. Su informacién y resultados se
almacenardn en una base de datos electrénica de un ordenador. Se seguira la normativa internacional que regula la
informacién almacenada en ordenadores. Todas las previsiones legales sobre la confidencialidad y acceso a sus
datos de caracter personal seran respetadas en este estudio y en los datos que de él se deriven.

Sus resultados son Unicamente para la investigacion y seran utilizados con ningun otro fin.

Aspectos comerciales
Usted no recibird ninguna compensacién econémica por su participacién en este estudio o derivada de sus

resultados, registros o desarrollos de la investigacion.

Participacion voluntaria

La participacién en este estudio es voluntaria, usted tiene las siguientes opciones; participar en este
estudio, no participar en este estudio, y participar, pero luego cambiar de opinién y retirarse en cualquier momento.
Tanto si opta por no participar desde el principio como retirarse mas adelante, no tiene que dar ninguna explicacién

al respecto.

Si inicialmente decide participar en este estudio, pero luego opta por retirarse del mismo, su muestra
codificada serd destruida y solo se guardara la informacidn ya obtenida hasta el momento. Sin embargo, una vez

anonimizada no sera posible identificar su muestray por tanto destruirla.
Persona contacto para el estudio.

Para cualquier duda sobre la investigacion o sobre cualquier dafio derivado de la participacién en el

estudio, puede contactar en cualquier momento con Javier Rodrigo Bellido (Teléfono: 605 24 82 65).
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X

CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

Yo, (Nombre y apellidos) .....ccoeueeererivereeneeie e s e [

He leido las hojas de la informacion (paginas 1-2) y he podido hacer preguntas sobre el estudio, y las
realizadas has sido contestadas satisfactoriamente. Considero haber recibido suficiente informacién sobre el estudio

y haber tenido tiempo suficiente para considerar de manera adecuada mi participacidén en el estudio.

Comprendo que mi participacion es voluntariay que puedo retirarme del estudio, cuando quiera y sin tener

gue dar explicacion alguna al respecto.

Al firmar este documento doy libremente mi conformidad de participar en el estudio anteriormente

mencionado.

Fecha:..../veciif e,
Firma del participante (manuscrita) Firma del responsable del estudio
Teléfono de contacto...........cccceeue.e. COdigo......eneee.
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