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. RESUMEN

Durante el ejercicio aerdbico se incrementa el consumo de oxigeno y a su vez la
produccién de radicales libres, ésta condicion puede generar una elevacion en las
reacciones de peroxidacién asi como dafo a las biomoléculas del organismo, es
importante mencionar que la magnitud del dafio esta condicionada por la
presencia de sistemas antioxidantes tanto endégenos como exdégenos. También
se conoce que el ejercicio habitual podria mejorar las defensas antioxidantes de
los deportistas, aunque no se ha determinado a ciencia cierta si tal proteccion es
suficiente para contrarrestar la gran cantidad de agentes oxidantes que se
producen. Se han realizado multiples investigaciones para observar el efecto
benéfico de la suplementacion con sustancias antioxidantes sobre parametros de
oxidacion. El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto protector de la
vitamina E y de la glicina contra el estrés oxidativo que se produce durante el
ejercicio aerobico. A ratas macho wistar se les organizé en ocho grupos, 1. No
suplementado, no realiz6 actividad fisica (Control) 2. Suplementacion con vitamina
E (VE), 3. Suplementacion con glicina (Gly), 4. Suplementacién con vitamina E +
suplementacion con glicina (VE+Gly), 5.Solamente realizé actividad fisica (AF) 6.
AF + suplementacion de vitamina E (AF+VE), 7. AF + suplementacion de glicina
(AF+Gly), 8. AF + suplementacion de vitamina E + suplementacion de glicina
(AF+VE+Gly), a los cuales se les mantuvo en el tratamiento respectivo durante un
mes. La dosiS de vitamina E fue de 400 Ul y la de glicina de 0.6g/Kg/dia.

Para examinar el efecto del ejercicio aerdbico sobre el nivel de oxidacién, se
analizaron los niveles de MDA asi como la actividad de la SOD y de enzimas
que son marcadores de dafio celular (AST y ALT). De igual manera se analizaron
los niveles de metabolitos séricos (glucosa, albumina, bilirrubina y triglicéridos), de
igual manera se tomo en cuenta el rendimiento fisico que las ratas presentaron a
lo largo del estudio.

La administracion de los antioxidantes no modifico de manera importante los
niveles de metabolitos séricos. La suplementacion fue efectiva para disminuir los
niveles de MDA y presencia de enzimas AST y ALT que se habian visto
incrementadas durante el ejercicio aerdbico. De igual manera la suplementacion
con los antioxidantes fue efectiva para incrementar la actividad de la SOD. Se
comprobd el efecto protector de los antioxidantes sobre el dafo oxidativo
generado por el ejercicio aerobico. No se pudo determinar un efecto positivo
sobre el rendimiento fisico.

Palabras clave: radicales libres, ejercicio aerdbico, vitamina E, glicina.



SUMMARY

During the aerobic exercise the oxygen consumption is increased and so is the
production of free radicals, this condition can as well generate an elevation in the
peroxidation reactions as well as to bimolecular damage of the organism, it is
important to mention that the magnitude of the damage this conditional by the
presence of systems endogenous antioxidants as well as exogenous. Combined
whit the previous thing, it is also known that the habitual exercise could improve
the defenses antioxidants of the sportsmen, although it has not been determined
for sure if such protection is sufficient to resist the great amount of oxidizing agents
which take place. Multiple investigations have been realised where the beneficial
effect of the suplementacion with substances has been observed with antioxidants
on oxidation parameters. The objective of the present study was to investigate the
protective effect of the vitamin E and glycine against the oxidative stress that takes
place during the aerobic exercise. Male Wistar rats was divided to them in eight
groups, 1. Not supplemented, do not realise physical activity (Control) 2.
Suplementation with vitamin E (Vit E), 3. Suplementation with glycine (Gly), 4.
Suplementation with vitamin E + suplementation with glycine (VE+Gly), 5.0nly
realised physical activity (AF) 6. Physical activity + suplementation of vitamin E
(AF+VE), 7. Physical activity + suplementation of wisteria (AF+Gly), 8. Physical
activity + suplementation of vitamin E + suplementation of glycine (AF+VE+Gly), to
which was given to them in respective treatment for a month.

In order to examine the effect of the aerobic exercise on the oxidation level, the
levels of MDA, as well as the activity of the SOD and enzymes of cellular damage
were analyzed (AST and ALT). Of equal way the levels of metabolites serics
(glucose, albumin, bilirubin and TG), another point of great importance that take
into account is the physical yield that the rats presented throughout the study.

The administration of antioxidants do not modify of important way the metabolites
serics. On the other hand the suplementacion was effective to diminish the levels
of MDA and the enzymes AST and ALT that had been increased during the aerobic
exercise. Of equal way the suplementation with antioxidants was effective to
increase the activity of the SOD. The protective effect of antioxidants was verified
on the oxidative damage generated by the aerobic exercise. A positive effect could
not be determined on the physical yield.

Key words: free radicals, aerobic exercise, vitamin E, glycine.



Il. MARCO TEORICO
Gracias al oxigeno (O3) los organismos aerdbicos pueden obtener energia de los

alimentos por medio de procesos como la beta-oxidacion, glucdlisis, ciclo de Krebs
y de la respiracion celular (1,2). Durante dichos proceso se llevan a cabo
reacciones llamadas de oOxido-reduccién ya que generalmente una reaccion de
oxidacién se acompana de otra de reduccion. Oxidacion es todo proceso en el que
ocurre una pérdida de electrones, captacién de O, o una cesiéon de hidrégeno (H)
y reduccién es aquel proceso en el cual se captan electrones o se pierde O, (3).

Los organismos superiores como el ser humano, no pueden existir sin el oxigeno;
sin embargo, a su vez éste es peligroso para su existencia (2), Gersham y Gilbert
(1964) propusieron que los efectos nocivos del oxigeno se debian a los radicales
libres (RL) y a las especies reactivas de oxigeno (EROS) que se originaban de él
(4), se sabe que en la cadena respiratoria el complejo citocromo-oxidasa reduce el
O, que utiliza el organismo en agua (H20). Se estima que del 4-5% del oxigeno
consumido durante la respiracion no es completamente reducido a agua formando

asi los radicales libres (5).

1. RADICALES LIBRES

Se denomina radical libre a todo atomo o molécula capaz de existir
independientemente de otra y que contiene un electrén desapareado en su orbital
mas externo. Dicha caracteristica lo vuelve inestable, de vida efimera, por lo que
reaccionan con diversas moléculas como hidratos de carbono, lipidos, proteinas,
acidos nucléicos asi como con sus derivados, oxidandolos y atacando sus
estructuras. Debido a la reactividad oxidante para otras especies también se les
conoce como especies reactivas, dentro de las cuales las mas importantes a nivel
celular son las derivadas del oxigeno (Tabla 1) y del nitrogeno. Existen también
otras sustancias que no siendo RL, tienen la posibilidad de convertirse o generar
radicales libres por su alta inestabilidad, a estas sustancias se les llama pro-radical
libre.

Para que una célula se vea dafada, los radicales libres deben llevar a cabo tres
pasos: 1) Iniciacion. Es la produccion inicial de los radicales libres ya sea por

fuentes enddgenas o exodgenas; 2) Propagacion. Cuando los RL producen otros



RL y éstos a su vez atacan otras moléculas provocando dafio celular; 3)
Terminaciéon. Al término de las reacciones se producen metabolitos secundarios,

los cuales deben ser eliminados por la célula (6,7,8).

Tabla 1. Principales RL y pro-radicales libres derivados del O,

ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DEL OXIGENO
Radical libre Pro-radical
Superoéxido (027) Perdéxido de hidrégeno (H205)

Radical hidroxilo (‘OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Radical peroxilo (R-O5) Acido hipobromoso (HOBT)
Radical alcoxilo (RO Ozono (O3)

Hidroperoxilo (HO2") Oxigeno Singulete ('0,)

(Modificado de Gutiérrez, 2007)

1.1. Principales RL derivados del oxigeno

1.1.1 Anién super6xido (O2")

Este radical libre resulta de la reduccion de la molécula de O, por parte de un
electrén.Es relativamente poco reactivo, pero potencialmente téxico, ya que puede
iniciar reacciones que den lugar a otros intermediarios a su vez muy reactivos.
Puede formarse como producto de muchas reacciones catalizadas
enzimaticamente, también en reacciones no enzimaticas del O, con la cisteina o la

riboflavina, o bien se produce en la cadena respiratoria mitocondrial (4,9)

1.1.2. Peroxido de hidrogeno (H,05)

Es el estado de reduccion de dos electrones del oxigeno, se forma a partir del

radical O," " por dismutacion, o directamente del O..

20, +2H" = H,0,+ 0,
Oz +2e +2H" = H,0



No es un radical libre, pero su toxicidad es importante ya que atraviesa facilmente
las membranas. Muchas enzimas como la superéxido dismutasa, glucosa oxidasa,
la D-aminoacido oxidasa y la uricasa, producen H,O, a partir de O,. El perdxido de
hidrogeno, también puede producirse por reacciones quimicas, como la
autooxidacién del acido ascorbico catalizada por el cobre. Este pro-radical se

convierte en agua por accion de la catalasa (4,9,10).

1.1.3. Radical hidroxilo ("OH)

Es el estado de reduccion de tres electrones de la molécula de O,. Es la especie
mas reactiva. Puede generarse in vivo como consecuencia de radiaciones de alta
energia, la luz ultra violeta puede dividir el H,O2 en 2 moléculas de radical
hidroxilo.

Otro proceso todavia mas importante en la formacién del radical hidroxilo es la
llamada reaccion de Fenton:

H.0, + Fe?=> Fe®" + "OH+ "OH

También a partir de H,O, y del radical superéxido puede formarse el radical
hidroxilo, por la Reacciéon de Haber-Weiss, la cual es catalizada por metales como
hierro o cobre:

H,0, + O, 02 + ‘OH+ 'OH

(4,10).

1.1.4. Radical peroxilo (RO

Formado a partir de hidroperdxidos organicos, por ejemplo lipidos, o RO,H por

pérdida de hidrogeno. Tiene una vida media relativamente larga.

1.1.5. Oxigeno singulete (*0,)

Es una forma excitada del oxigeno molecular. No es un radical libre y se forma in
Vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno. Puede formarse en la
oxidacion del NADPH en los microsomas, o por la actividad de varias enzimas
como la xantina  oxidasa, la  lactoperoxidasa, lipooxigenasa vy

prostanglandinsintetasa, entre otras (9).



1.2. Mecanismos de formacion de RL
Los RL son originados de manera endégena por el organismo, pero pueden tener

también distintas fuentes exdgenas.

1.2.1. Fuentes exdgenas de RL

La exposicion a radiaciones ionizantes, luz Ultra Violeta, humo de cigarro,
hiperoxia, ozono, 6xido nitrico (NO), metales pesados, hidrocarburos halogenados,
drogas como el tabaco y el alcohol, asi como el ejercicio excesivo, son algunas de

las fuentes exégenas que dan lugar a la formacion de radicales libres (1,11).

1.2.2. Fuentes enddgenas (biolégicas) de RL
1.2.2.1 Mitocondria: Durante la cadena respiratoria (Figura 1), que se lleva a
cabo en la membrana interna de la mitocondria el O, actia como aceptor de
electrones para formar H;O. Dicho proceso se inicia cuando un proton y un
electron son removidos de las moléculas de nicotinamin adenin dinucledtido
reducido (NADH), el electrén se trasfiere a la cadena respiratoria mientras que el
protdn se libera en el fluido circulante. De esta forma en NADH se oxida en NAD"
La cadena respiratoria lleva a cabo la trasferencia del electron hasta que
finalmente es unido a una molécula de O, dando origen a una molécula de agua
al final de la cadena. Durante este proceso los radicales libres se forman como
productos intermedios (7,12).
La reduccion de O, a H,O se lleva a cabo en 4 pasos durante los que se
producen las EROS:

1.02+e - 07 Radical superoxido

2. O3+ H,O - HOy Radical peroxhidrilo

3.HO 2+ e + H—> H0, Perdxido de hidrégeno

4. H,O,+e — 'OH +'OH Radical Hidroxilo (2,5).



Metabolismo Productos
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Figura 1. Produccion de RL durante la cadena respiratoria. (Tomado de Gutiérrez,
2007).

Dentro de la mitocondria encontramos el sistema hipoxantina/xantina oxidasa
(XO), la cual actua como una deshidrogenasa que en condiciones normales
remueve hidrogeno de la xantina o de la hipoxantina usando como cofactor una
molécula de NAD" la cual es convertida en NADH. En condiciones de hipoxia esta
enzima es capaz de producir superoxido por intervencion de una molécula H2O2
(7,8).

1.2.2.2. Peroxisomas: Los peroxisomas son ricos en oxidasas como la D-
aminodacido oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en la degradacion de
acidos grasos y aminoacidos, que producen H,O, como producto de la reaccion
que catalizan, por lo que se consideran una fuente importante de éste radical. La
catalasa peroxisomal metaboliza la mayor parte del H;O, formado en ellos
(9,12,13).



1.2.2.3. Leucocitos (polimorfonucleares): Activados por las interleucinas, estos
leucocitos tienen en su membrana NADPH oxidasa generadora de O, pero que en

presencia de Fe®* originan "OH (12).

1.2.2.4. Reticulo endoplasmico: En el reticulo endoplasmico existen sistemas de
transporte electrénico, estos sistemas de membrana contienen los citocromos
P450 y b5, que pueden oxidar acidos grasos insaturados y xenobidticos. Dichos
citocromos son los mas poderosos oxidantes in vivo, aunque también pueden
actuar como agentes reductores. Son monooxigenasas que actuan activando el
oxigeno molecular a especies electrofilicas de oxigeno (radicales o generadoras a

su vez de radicales) que pueden ser liberadas en la célula (9,14,15).

2. ESTRES OXIDATIVO

En la célula existe balance entre prooxidantes y antioxidantes, este balance puede
inclinarse hacia los prooxidantes cuando la produccién de EROS aumenta de
modo considerable. Un prooxidante es un compuesto quimico y aquellas
reacciones que puedan generar EROS, por otro lado, las reacciones y compuestos
que eliminan estas especies se les conoce como antioxidantes. Los RL se originan
en situaciones fisioldgicas controladas pero al aumentar su produccion en un
proceso patologico o durante el ejercicio extenuante puede llegar a un estado de

estrés oxidativo (12).

Estrés oxidativo se define como un trastorno en el estado de equilibrio de los
sistemas prooxidante/antioxidante en la célula, inclinandose hacia los
prooxidantes, por lo que se produce dafio generalizado que afecta los procesos
metabdlicos de la célula (9). Por su alta inestabilidad atomica, los RL colisionan
con una biomolécula y le sustraen un electron, oxidandola, perdiendo de esta
manera su funcion especifica en la célula. La produccion de EROS de manera
incontrolada puede ser fuente de enfermedades debido a que altera los procesos

celulares (1,3).



2.1 Estrés oxidativo y dafio a las biomoléculas

2.1.1. Peroxidacion lipidica

Es una reaccion en cadena, autopropagante, en la cual los radicales ‘'OH, HO, vy
el 'O, pueden reaccionar con los &cidos grasos de los fosfolipidos y otros
componentes lipidicos de las membranas para formar hidroperoxidos lipidicos. El
proceso de ataque oxidativo (Figura 2), comienza cuando un radical libre ataca a
un carbono de la cadena alifatica de un acido graso, le desprende un atomo de
hidrégeno, formando un radical alquilico. Este radical centrado en un atomo de
carbono reacciona con el O, y forma un radical peréxido, R-CO;’". Los radicales
peroxido pueden reaccionar con cadenas laterales de otros acidos grasos
poliinsaturados adyacentes formando un radical alquilico (R-CH") y un peroéxido
lipidico (R-CO2H), con lo que se propaga la reaccion en cadena. La oxidacion de
los lipidos membranales provoca alteraciones a su permeabilidad, asi como

pérdida de la integridad de la misma (13,19).

Acido graso insaturado

Aldehido .
o o Aldehido
Maiondialdehido

Figura 2. Reacciones de peroxidacion lipidica (Tomado de Thomas. 2002.)



Los productos finales de la peroxidacion lipidica como los hidrocarburos volatiles
alcoholes o aldehidos pueden desplazarse a otros sitios y alterar la permeabilidad
vascular, la respuesta inflamatoria y la quimiotaxis. El malondialdehido (MDA) es
un producto de la peroxidacién y se utiliza como medida de estrés oxidativo,
puede causar entrecruzamiento y polimerizacion de los componentes de las
membranas, de igual forma puede reaccionar con las bases nitrogenadas del
ADN. Se ha observado que la lipoperoxidacion tiene efectos sobre las

lipoproteinas plasmaticas en especial con las de baja densidad (LDL) (4,6,20).

2.2.2 Dafo a las proteinas

Los aminoacidos presentes en las proteinas son susceptibles de ser atacados por
los RL, especialmente aquellos que contienen grupos insaturados o azufre. Por
consiguiente las proteinas con alto contenido de fenilalanina, histidina, tirosina,
triptéfano, cisteina y metionina son mas susceptibles a ser atacadas. Radicales
agresivos como el radical ‘OH, pueden fragmentar las cadenas peptidicas de las
proteinas incluyendo a las plasmaticas, dando lugar a un cambio conformacional
de la proteina y por lo tanto una pérdida en su funcion bioldgica. En condiciones
aerobicas los RL provocan una gran fragmentacion de la cadena peptidica, el
dafio puede ser irreversible y conduce a la desnaturalizacion de la proteina. En los
procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como lisina, prolina
y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, el cual puede ser utilizado
con un marcador de dafio oxidativo. Otros aminoacidos como la histidina, cisteina
y metionina, también sufren dafio oxidativo, pero no forman derivados de tipo
carbonilo (4,6,21,22).

Algunas enzimas antioxidantes por su naturaleza proteica pueden verse afectadas
por el ataque de los RL, la catalasa (CAT) es inhibida por los radicales superoxido,
que la convierten a sus formas inactivas ferroxi y ferrilo, a su vez la superéxido
dismutasa (SOD) cuya actividad depende de estos aminoacidos aromaticos se

inhibe en presencia de ciertos RL (4,6,21).
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2.1.3. Dafio al ADN

El ADN es susceptible de ataque oxidativo por parte de los RL, los cuales
producen modificaciones quimicas sobre sus bases y azucares, provocando
entrecruzamiento o ruptura de las hebras del mismo. El dafio causado por los RL
sobre algunas enzimas antioxidantes puede incrementar el dafio oxidativo en el
ADN, ya que éste no es reparado, provocando a su vez un incremento en el dafio
a ambas macromoléculas. Cuando la replicacion del ADN dafado tiene lugar
antes de la reparacion o cuando un ADN danado se repara de manera incorrecta,
tiene lugar una mutacion (23,24).

Cuando la desoxirribosa del ADN es atacada por un radical libre, se produce el
rompimiento de una hebra, este dafo suele ser reparado por las enzimas
antioxidantes por lo que no se le considera critico para la célula. Es probable que
el '0, reaccione con la guanina eliminandola del ADN lo que provoca
rompimientos de cadena sencilla, se considera que este tipo de dafio donde existe
una adicion a las bases del ADN es mas habitual y del cual se derivan la mayor

parte de las mutaciones ocasionadas por la accién de los RL (4,6,20,21).

2.1.4. Dafo a los hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son dafiados en menor proporcidon en comparacion con
las anteriores macromoléculas. Los monosacaridos pueden reaccionar con el
radical OH’ para producir sustancias reactivas, los radicales "OH retiran de manera
aleatoria un atomo de hidrogeno de la cadena de carbonos, lo que produce un
radical de carbono central, fragmentando de esta manera a los carbohidratos. La
glucosa puede retener radicales O," ~ por lo que actia como agente protector
celular pues impide la accion de dicho radical sobre otras moléculas. A su vez la
manosa y el xilitol actian eliminando el radical "OH, protegiendo de igual manera a
otras moléculas (25).

Existen diversos polisacaridos que realizan funciones estructurales, al ser
atacados por los RL pierden dicha funcion dando lugar a procesos degenerativos.
Un ejemplo de este tipo de dafio, es el ocasionado al acido hialurénico, el cual se

despolimeriza en presencia de una alta concentracién de radicales ‘'OH y O," los
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cuales son producidos por la acumulacién y activaciéon de los neutréfilos durante
la inflamacién, provocando con esto que disminuya la viscosidad del liquido
sinovial de las articulaciones, proceso que se observa en la artritis reumatoide
(4,20,21).

2.1. Métodos de evaluacion de estrés oxidativo

Debido a que el estrés oxidativo produce danos importantes en las células del
organismo, y considerando que el dafo no se puede evaluar de manera aislada
se han determinado diferentes métodos que nos permitan obtener biomarcadores

del estrés oxidativo (3), algunos de los mas comunes son:

Determinacion de productos terminales de la oxidacidon de biomoléculas: La
peroxidacion de lipidos genera productos de desecho como lo son los aldehidos,
el indicador caracteristico del nivel de peroxidacion lipidica es la medicion de
MDA, la cual se realiza utilizando al acido tiobarbiturico como reactivo. La
oxidacion de acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 genera productos
hidrocarburados como el etano y pentano. Debido a que estos productos son muy
volatiles, son eliminados por via pulmonar (exhalacion) y se pueden cuantificar por

medio de una cromatografia de gases (4).

Medicién de la concentracién de antioxidantes: Por medio de cromatografia liquida
de alta resolucién en plasma, orina y tejidos, se pueden determinar niveles de

vitamina E, betacarotenos, coenzima Q, glutatién y vitamina C (3,4)

Aumento del glutation oxidado (GSSG): En condiciones fisioldgicas la
concentracion en sangre del glutation reducido (GSH) es mayor en relacion al
GSSG. Las moléculas de GSH pueden oxidarse dando lugar a la formacion del
GSSG, por lo que un incremento en el cociente GSSG/GSH en sangre es un

indicador caracteristico de estrés oxidativo (3,4).
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3. ANTIOXIDANTES
Se define como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente en bajas
concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retarda
o previene la oxidacion de dicho sustrato (12). El organismo cuenta con sistemas
antioxidantes que dependen de la ingesta de vitaminas y minerales con dicha
capacidad asi como la produccién endégena de numerosas enzimas involucradas
en la eliminacion de los RL. La proteccién de las células contra los RL comprende
no solo la captura de estos intermediarios, sino también la prevencion de su

formacion, la inhibicion de su propagacion y la reparacion de las lesiones (5,20).

3.1Sistemas primarios de defensa antioxidante
Los antioxidantes primarios actuan convirtiendo a los radicales libres en
moléculas menos dafinas, o impidiendo su formacion desde otras moléculas.
Dentro de este grupo se incluyen enzimas como la superoxido dismutasa, la
glutation peroxidasa, la catalasa y otros elementos que no son de naturaleza
enzimatica como las proteinas ligadoras de metales (26,27). A continuacién se

describen algunas caracteristicas de estos antioxidantes:

3.1.1 Superoxido dismutasa (SOD)
Abarca una amplia familia de metaloproteinas que se encuentran presentes en las
células que utilizan oxigeno en su metabolismo. La SOD cataliza la dismutacion
del Oy" para formar H,O,, constituyendo asi el primer medio de defensa (4,17,28).

SOD
02" +02" +2H" —=> H,O5 + O,

Existen 4 formas de la SOD segun el grupo metalico ligado al aminoacido,
tenemos asi a las SOD dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD), a la SOD
dependiente de manganeso (Mn-SOD) la cual existe en dos tipos diferentes y la
SOD que contiene hierro. La concentracion de ésta enzima incrementa
adaptativamente con la exposicion de las células a gradientes superiores de

presion de oxigeno, tal efecto se observa después de un episodio de ejercicio. La
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actividad de la SOD debe ir acompafiada por la accién de la catalasa o de la
glutation peroxidasa para evitar la acumulacion de H>O; en el citosol y la matriz
mitocondrial (4,17,28).

3.1.2 Catalasa (CAT)
Es una hemoproteina que se encarga de catalizar la reduccion del H,O, a HO y
O, por lo que su accion es fundamental cuando el H,O, se encuentra elevado
CATALASA
2 H,0; =—=>2H,0+ O
La mayor parte de la célula contiene catalasa, aunque principalmente es
encuentra en los peroxisomas (4,17,28).

3.1.3 Glutatiéon peroxidasa (GPx)
Cataliza la reaccién de H,O, o de peréxidos organicos empleando GSH como
sustrato. Existen dos tipos de GPx, la primera es la dependiente de selenio la cual
cataliza la reduccién del H202 y peréxidos organicos, y la GPx no dependiente de
selenio la cual actua unicamente frente a perdxidos organicos.
ROOH + 2 GSH =——> ROH + H20 + GSSG
H202 + 2 GSH =——> 2 H20 + GSSG
Su alta actividad catalitica se observa en mayor medida en el citosol, aunque

puede encontrarse también en las mitocondrias (4,17,28).

3.1.4 Proteinas ligadoras de metales

Las proteinas ligadoras de metales, como su nombre lo indica, se encargan de
disminuir los niveles de iones metalicos como Fe?* y Cu™ que participan en las
reacciones donde se generan RL. Dentro de este grupo encontramos a la
transferrina y lactoferrina que son glucoproteinas que ligan el hierro durante el
trasporte sanguineo, encontramos también a la ferritina la cual almacena hierro
intracelularmente, por ultimo tenemos a la ceruloplasmina que se encarga de

secuestrar iones de cobre y es capaz de oxidar el ion Fe?* a Fe* (4,28).
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3.2Sistemas secundarios de defensa antioxidante
Los antioxidantes secundarios son protectores no enzimaticos o captadores de
radicales libres que intervienen cuando hay una gran produccion de radicales
libres y los sistemas enzimaticos no son suficientes, previniendo asi las reacciones
en cadena. Se incluye el glutatién, la vitamina E, vitamina C, &cido urico, bilirrubina

y albumina (27).

3.2.1 Glutation

El glutation es un tripéptido, gamma glutamil-cisteinil-glicina, que participa en el
metabolismo de aminoacidos como donante de grupos gamma glutamilos. Puede
encontrarse en dos formas segun su estado de Oxido-reduccién, el GSH o
glutatién reducido y el GSSG o glutation oxidado (29).

El GSH actua protegiendo a la membrana celular contra el dafio oxidativo,
reacciona directamente con RL como O,~ ‘OH y RO para obtener radical tiilo (GS')
y posteriormente GSSG, el cual es reducido nuevamente a GSH por medio de la
acciéon de la enzima glutation reductasa. Tanto el GSH como el acido ascérbico
son los principales protagonistas en la destruccion de intermediarios de EROS
(4,17,28).

3.2.2 Vitamina E
La vitamina E es una de las sustancias pertenecientes a la familia de los
tocoferoles, funciona como antioxidante en diversas reacciones del organismo
(30); es una vitamina liposoluble que se encuentra en mayor concentracion en la
membrana mitocondrial, donde se lleva a cabo el transporte de electrones (11,16).
Se han aislado ocho compuestos que tienen actividad como vitamina E; estos son
a- B —y asi como los tocoferoles y tocotrienoles. La mayor actividad de la vitamina
E esta representada por el d-a-tocoferol, en las plantas y semillas el a-tocoferol
probablemente representa entre el 10-15 % del total de los tocoferoles, pero en
animales y pescados, normalmente representa mas del 90% de la concentracion

de tocoferoles (31).
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Esta vitamina (Figura 3) caracteriza por tener en su estructura un grupo OH, del
cual puede removerse el atomo de H facilmente, los radicales peroxilo formados
durante la lipoperoxidacion tienen mayor afinidad por el a-tocoferol que por las
cadenas de acidos grasos adyacentes, la reaccion convierte al a-tocoferol en un
radical, que es poco activo e incapaz de reaccionar con otros acidos grasos, de
esta manera detiene la reaccion (17,18,20,21,31).

CH,

Ho L. -
e il . CH CHs CHs
ar o
- . ~~

Ko, NF o o e '\_,/"“'\_/’“\_/’“‘\_/”\m_h
CH;

Figura 3. Estructura quimica de la vitamina E. (Modificado de Gémez. 2004).

Como puede observarse en la figura 4, la funcién antioxidante de la vitamina E
inicia cuando reacciona con los RL peroxilo (RO2) dandoles un hidrégeno para
formar hidroperdxidos lipidicos para poder ser retirados por la GPx, interrumpiendo
asi la reaccion de lipoperoxidacion. El radical a-tocoferoxilo resultante se reduce
por la pareja ascorbato —GSH o reacciona con otro radical peroxilo para formar un
aducto estable. Gracias a la funcion antioxidante de esta vitamina, se considera
que tiene un papel protector en la oxidacion de las LDL por lo que ayuda a
prevenir la agregacion plaquetaria. Ademas incrementa los niveles de GSH
ayudando asi a mejorar la respuesta antioxidante del organismo, de igual manera
se le atribuye una mejoria en la capacidad de resistencia aerobica al mantener la

integridad de los glébulo rojos y el transporte de oxigeno (4,28,31,32).
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Figura 4. Oxidacion de la vitamina E por RL y su reduccién por vitamina C (Tomado de
Thomas. 2002).

La vitamina E puede obtenerse de los aceites vegetales poliinsaturados (maiz,
soya y cartamo), del germen de trigo y arroz, verduras de hoja verde, granos
enteros, leguminosas, frutos secos, yema de huevo, leche, visceras de mamiferos
y en los aceites de pescados (4,17,31).

Las necesidades de vitamina E deben expresarse en funcion de la ingestion de
acidos grasos poliinsaturados (P.U.F.A.). La relacion tocoferol/P.U.F.A. debe ser
mayor de 0.79, por lo que el deportista que consuma 60 mg de acidos grasos
poliinsaturados precisaria una cantidad de vitamina E de unos 35 mg diarios, el
requerimiento dietario recomendado es de 15 mg de a-tocoferol equivalente a 30
Ul (17,32).

3.2.3 Vitamina C
Es una molécula hidrosoluble, la cual no puede ser sintetizada por el organismo
humano, por lo cual debe ser aportada por la dieta. Esta vitamina es efectiva

contra el O, H20,, "OH y el '0.. Al reaccionar con los RL se convierte en &cido
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dehidroascorbico, el cual se convertird nuevamente acido ascorbico por la accion
de la enzima dehidroascorbato reductasa (4,17,28).

Lavitamina C puede obtenerse de frutas como el kiwi, limén, naranja, guayaba,
cerezas y el meldén asi como algunos vegetales como jitomates, coliflor, col y
brécoli.

Restaura las propiedades antioxidantes de la vitamina E y se ha observado que su

administracion incrementa los niveles de GSH (4,17,28).

3.2.4 Glicina
La glicina es el aminoacido mas simple, su cadena lateral es un atomo de
hidrégeno; ya que su Ca (Figura 4) tiene dos sustituyentes iguales es un
aminoacido no quiral. Debido al volumen reducido de su cadena lateral (-H), el
esqueleto polipepidico de los residuos de glicina tiene mas libertad conformacional
que los otros aminoacidos de mayor volumen (33). Es posible que las funciones de
la glicina se deban a la ausencia de una cadena lateral significativa que podria
afectar las caracteristicas fisicas de dicho aminoacido, por impartir carga,

hidrofobicidad u otras limitaciones estructurales, su férmula quimica es C;HsNOs..
0. | H

\ /
/ | %
Figura 5. Estructura quimica de la glicina. (Modificado de Pacheco. 1996).

La glicina contribuye a la formacion del anillo porfirico de la molécula de la
hemoglobina y también es un constituyente importante de las purinas y pirimidas,
necesarias para la sintesis de acidos nucleidos (34). Ademas se conoce que es

uno de los tres aminoacidos que componen a la creatina, sustancia que es
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sintetizada por el organismo, pero que es utilizada como un suplemento por
personas que realizan cierta actividad fisica generalmente de tipo anaerodbico ya
que se le atribuye poder ergogénico (35,36,37,38,39).

Dentro de sus acciones en el organismo esta la de prevenir el descenso de la
actividad de las enzimas hepaticas antioxidantes (SOD, GPx y CAT), este efecto
se podria derivar del bloqueo ejercido sobre la activacion de la células de Kupffer
productoras de radicales libres, cuyas concentraciones se incrementarian en un
estado de isquemia/reperfusion.

Se a observado que la glicina impide el efecto toxico derivado del incremento de la
concentracion de NO al bloquear tanto la produccién de radicales libres como la
produccién de citoquinas inflamatorias, factores que favorecen la produccion de
NO; derivado de la 6xido nitrico sintetasa.

Ademas de ser un antioxidante, la glicina bloquea el proceso inflamatorio
sistémico originado por una amplia lista de estados patoldgicos, la elevaciéon de la
glicina en los niveles sanguineos ha demostrado mejorar entre otros la situacion
de dafo hepatico por alcoholismo, algunas formas de cancer y la nefrotoxicidad

debida a ciertos medicamentos (40).

3.2.5 Acido drico

Es el producto final del metabolismo de las purinas, resulta de la oxidacion de las
purinas contenidas en la dieta por accion de la xantina 6xido reductasa (4).

Se ha observado que del 30-65 % de la capacidad del plasma para neutralizar
radicales peroxilo es debida al acido urico, y en cuanto a la capacidad de
neutralizar al radical hidroxilo en plasma, se ha estimado que el acido urico es
responsable del 10 al 15 % (41,42).

El acido urico atrapa RL cuando estdn en un medios acuoso, ya que después de
su produccion en las células endoteliales es liberado a la sangre y a otros
compartimientos extracelulares, habiéndose demostrado su presencia, ademas de
en el plasma, en la linfa, el liquido sinovial, el liquido intersticial, fluidos

intraoculares, liquido amniético y secreciones nasales (43). Al igual que lo
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sucedido con la vitamina E, la oxidacion de la vitamina C previene la oxidacién del
acido urico (4,17,28).

3.3Sistemas terciarios de defensa antioxidante
Los antioxidantes terciarios reparan biomoléculas dafadas por los radicales libres.
Entre ellos se encuentran las oxidorreductasas las cuales participan en la
reduccion de grupos proteinicos oxidados por RL y las proteasas que degradan
proteinas dafiadas oxidativamente evitando de este modo su acumulacion,
también podemos destacar las enzimas reparadoras de ADN, como la ADN

polimeraza I, ADN ligasa, endonucleasas, y glucosilasas (4,44,45,46,47,48).

4. EJERCICIO-AEROBICO
Ejercicio se define como una actividad fisica planeada, estructurada y repetitiva
que aumenta la condicion fisica del individuo. El efecto positivo o negativo que
pueda tener el ejercicio sobre el organismo depende de la frecuencia, intensidad y
duracién del mismo (49). Por otro lado el ejercicio aerdbico es aquel donde
intervienen grandes grupos musculares a una baja y sostenida resistencia
(duracion prolongada, intensidad baja o media y de tipo ritmico), contribuyendo al
incremento de las demandas energéticas. También puede denominarse isotonico,

ejemplo de este son nadar, correr, bicicleta etc. (50).

4.1 Efectos fisioldgicos del ejercicio aerobico
Entre las adaptaciones fisioldgicas al ejercicio encontramos las siguientes:
e En el sistema cardiovascular aumenta el flujo sanguineo y, con ello, el
transporte de oxigeno y nutrimentos a los musculos.
e Aumento en el contenido de mioglobina, incrementando la difusion de
oxigeno desde la membrana de la célula muscular hasta la mitocondria.
e Eleva el consumo de oxigeno y la capacidad respiratoria, es decir hay

mayor ventilacion
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e Si los musculos se entrenan en contracciones maximas se produce
hipertrofia muscular, lo que propicia un acrecentamiento en los depdsitos de
glucdgeno vy triglicéridos.

e Favorece la pérdida de tejido adiposo e incrementa la masa muscular.

¢ Aumenta la sensibilidad a la insulina.

¢ Incrementa la capacidad de oxidacién de glucégeno

¢ Mayor movilizacién de los acidos grasos libres en el tejido adiposo.

¢ Reduce la actividad de la lipasa lipoproteinica.

e EIl ejercicio incrementa la concentracion de las lipoporoteinas de lata
densidad (HDL) y disminuye los triglicéridos (TG), el colesterol total y las
LDL, por lo que confiere mayor proteccion contra la formacion aterogénica.

e Desciende la produccion de acido lactico produciendo un aumento del
umbral anaerdbico.

e Disminuye la presion tanto sistolica como diastélica.

e Estimula la formacion de hueso y el consiguiente aumento de la masa dsea
(6,49,51).

4.2. Formacion de radicales libres durante el ejercicio aerébico
Se han identificado diferentes formas en las que se generan EROS durante el

ejercicio aerdbico, algunas de las principales fuentes se describen a continuacion:

4.2.1. Mitocondria

El consumo de oxigeno durante el ejercicio exhaustivo incrementa en 100 6 200
veces en comparacion con el estado de reposo. La reduccion del oxigeno en la
cadena respiratoria en la mitocondrias del musculo incrementa considerablemente,
al mismo tiempo incrementa la produccion de EROS (52). El proceso de reduccion
del oxigeno en la cadena respiratoria mitocondrial, se describié anteriormente en

el punto 1.2.2.1.
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4.2.2. Catecolaminas
Durante el ejercicio se incrementa la produccion de catecolaminas, las cuales

pueden autooxidarse formando EROS, un ejemplo de esto es la epinefrina. Se ha
propuesto que en la lesion oxidativa de la isquemia reperfusion miocardica ocurre
autooxidacion de la epinefrina en adrenocromo, asociada con la formacion de O;,”
(562,53,54).

4.2.3. Acido lactico
Tras un episodio de ejercicio prolongado se incrementa la produccion de acido

lactico el cual a su vez convierte al superdxido en hidroxilo (52,53).

4.2.4. Xantinaoxidasa (XO)

En el proceso de hipoxia/reoxigenacion durante el ejercicio se produce estrés
oxidativo a través de la via de la XO. La hipoxantina se forma en el musculo
durante el ejercicio fisico intenso y existe un incremento marcado de esta purina
en el musculo comparado con la sangre. La cantidad de hipoxantina que se
acumula en sangre depende principalmente de la intensidad del ejercicio, un nivel
elevado de hipoxantina en plasma supondria un aumento en la produccién de
radical superéxido en el caso en el que la conversion a XO hubiese sucedido. La
fase de isquemia produce una conversién de la xantina deshidrogenasa (XDH) a
XO y una degradacién de los nucleétidos de adenina a hipoxantina. De esta forma
con la re-introduccion del oxigeno molecular durante la reperfusion, una
considerable cantidad de radical superoxido, podria ser generada en la reaccion
catalizada por la XO (55,56,57,58).

De igual modo en condiciones de hipoxia se observa un incremento en la actividad
de la enzima 6xido nitrico sintetasa, conduciendo a la formacion de los radicales
de oxido nitrico (52,53).
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4.2.5. Peroxisomas

La oxidacidon peroxisomal de acidos grasos es una fuente importante de H,O,,
durante el ejercicio los acidos grasos son la fuente principal de energia para el
miocardio y el musculo esquelético, por lo que, los peroxisomas pueden ser sitios

potenciales de produccién de radicales libres (11,53,54).

4.2.6. Células fagociticas

Las células con funcién fagocitica generan grandes cantidades de RL para poder
eliminar a los agentes patégenos. Cuando existe lesion tisular causada por el
ejercicio intenso, se activan los neutréfilos polimorfonucleares convirtiéndose en
una fuente de EROS. Los neutrdfilos activados utilizan la NAD(P)H oxidasa para
generar radical superoxido, el cual puede genera H20O,. El peréxido se convierte en
acido hipocloroso (HOCI) por la mioloperoxidasa, una hemoproteina secretada por
neutréfilos y monocitos, el HOCI genera otros metabolitos reactivos como el cloro
nitrilo (NO2Cl) en presencia de nitrito. La formacion de RL por las células
fagociticas puede causar peroxidacion lipidica en células vecinas como los

eritrocitos, y producir oxidacion de la hemoglobina (11,52,53,54).

4.2.7 Alteracion en la homeostasis de Ca™

Existen diferentes vias por las que los radicales libres podrian alterar la
homeostasis del Ca**, se considera que las EROS son responsables de la
inactivacion de las bombas de la membrana plasmatica responsables de eliminar
el Ca’. Dicha interrupcion temporal de las bombas de calcio dependientes de ATP
produce un aumento en la concentracion de Ca®" lo que puede activar la
trayectoria de la xantinaoxidasa durante el ejercicio, generando radicales O;".

Si se considera que el fallo en la homeostasis del calcio es el evento inicial en el
dafio muscular asociado al ejercicio fisico, éste puede llevar a un aumento en la
generacion de radicales libres. El incremento de los niveles de Ca?* intracelulares
puede activar enzimas proteoliticas y la fosfolipasa la cual desprende al acido
araquidonico de los fosfolipidos. La ciclooxigenasa reacciona con el acido

araquidonico para formar el radical oxhidrilo (11,52,53,54).
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5. ENZIMAS SERICAS COMO MARCADORES BIOPATOLOGICOS

Las enzimas son proteinas con una funcién especifica, la presencia o aumento de
la actividad de algunas de ellas son utilizadas para diagnosticar enfermedades o
lesiones de ciertos 6rganos como el corazon, rifion e higado. Las enzimas séricas
incrementan en proporcion a la intensidad y duracidn del ejercicio, estas enzimas
provienen de las células de los distintos tejidos del organismo, los niveles en
sangre son el resultado de la liberacion de enzimas de sus organos de origen.
Esto puede ocurrir por lesion celular o cambios en la permeabilidad de la
membrana celular de dichos 6rganos. Entre las enzimas séricas que se utilizan
como marcadores biopatolégicos encontramos a las aminotransferasas también
conocidas como transaminasas. La aspartato amino transferasa (AST) o
glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) y la alanino-aminotransferasa (ALT) o
glutamato-piruvato transaminasa (GPT), son ejemplos de aminotransferasas, las
cuales se ven aumentadas en el plasma después de un infarto al miocardio o
cuando existe dafo hepatico y/o muscular. Muchos estudios reportan un
incremento en su concentracion después del ejercicio intenso de un 72% para la
AST y un 42% para la ALT, retornando a sus niveles normales a las 12-16 horas

postejercicio (6).

5.1. Factores que determinan el aumento de la actividad enziméatica con el
ejercicio:

¢ Intensidad y duracién del ejercicio, se debe mantener la integridad de las
membranas celulares para reducir el flujo de enzimas a la sangre, situacion
que se veria sobrepasada a una determinada intensidad de trabajo.

e Tipo de ejercicio, el aumento en la actividad de estas enzimas es mas claro
en aquellos ejercicios donde los sujetos soportan su propio peso por
ejemplo correr.

e Nivel de entrenamiento, la respuesta de las enzimas en sangre es
proporcional a la cantidad de ejercicio y a la condicion fisica asi como a la

adaptacion al entrenamiento.
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e Variabilidad individual, segun las diferencias individuales como Ila
resistencia fisica, capacidad aerdbica e intensidad con que cada sujeto

completa el ejercicio.

e Otros factores como las temperaturas elevadas, altitud y aumento en la

gravedad, distancia, velocidad, sexo, etc. (6)
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[ll. ANTECEDENTES

A través de la historia de las ciencias médicas pocos eventos han impactado tanto
como el descubrimiento de los RL y el estudio de su influencia en los seres vivos
(12). Desde entonces, los RL han sido objeto de numerosos estudios para
determinar si pueden ser la causa u origen de diferentes patologias; asi mismo,
las diferentes disciplinas médicas se han interesado en determinar el papel que
desempefian los RL en beneficio o perjuicio de cada una de ellas, dentro de estas

disciplinas encontramos a la medicina del deporte.

Historicamente, el estudio de la fisiologia del ejercicio se ha centrado en el
consumo de O, sin embargo la comunidad cientifica se ha interesado en los RL
preguntandose si el incremento en el consumo de O, que trae consigo el ejercicio
puede llevar a los deportistas a un estado de estrés oxidativo. En afos recientes
se ha visto que esto es real, ademas de comprobarse que el incremento de RL

puede danar a los sistemas biolégicos (59).

Durante el metabolismo oxidativo, el O, consumido es reducido en la cadena
respiratoria obteniendo como producto final moléculas de H,0, pero no todo el O,
que se consume durante la respiracion sufre dicha reduccién, aproximadamente
del 2 — 5% del oxigeno no llega a reducirse totalmente generando de esta forma
RL conocidos especificamente como EROS. El ejercicio incrementa el consumo
de Oy, por lo que es logico pensar que a su vez se estén generando una mayor
cantidad de EROS aumentando a la vez reacciones como la peroxidacion de
lipidos, y dafo a otras biomoléculas (5). Por otro lado también se ha sefialado que
el ejercicio aerdbico refuerza el sistema antioxidante aumentando la actividad de la
SOD, pero no se ha determinado con certeza si dicha reaccion sea suficiente para
contrarrestar la cantidad de RL y EROS que se producen durante el mismo, sobre
todo considerando que la magnitud del dafo esta relacionada con la tasa de

consumo de oxigeno asi como los antioxidantes presentes en el organismo (11).
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Con el fin de aclarar dicha incégnita se han realizado diferentes investigaciones
para determinar si el ejercicio aerébico puede generar estrés oxidativo, en este
contexto, se encuentra la investigacion realizada por Bloomer y cols.(2005) en
deportistas, donde se combiné ejercicio aerdbico con anaerodbico, al final del
estudio se determiné que después de 30 minutos de practicar cualquiera de los
tipos de ejercicio se incrementan los parametros de oxidacién en la sangre,

ademas de encontrar que la glutation reductasa disminuyé en ambos casos (60).

Por otro lado, se han realizado diversas investigaciones orientadas a evaluar la
efectividad de la suplementacion con vitaminas antioxidantes para prevenir el dafio
oxidativo generado por el ejercicio. Los estudios se han realizado tanto en
humanos como en ratas entrenadas, en los cuales se han observado los efectos
de la suplementacion con diferentes antioxidantes incluso administrando varios de
ellos conjuntamente, sin embargo, el papel que los RL juegan en el desarrollo de
dafo a los tejidos durante el ejercicio y papel protector que los antioxidantes
desempefian aun no esta del todo aclarado (60,61). A continuacion se mencionan
varias investigaciones en las cuales se ha evaluado la capacidad del ejercicio
aerobico para generar RL asi como el papel protector de los antioxidantes tales

como la vitamina E y la glicina sobre el estrés oxidativo.

Vasankari y cols. (1997) Suplementaron a atletas de rendimiento con tres
antioxidantes los cuales se administraron de manera conjunta a una dosis de 249
mg de vitamina E (373 Ul), 1000 mg de vitamina C y 60 mg de ubiquinona
(coenzima Q10), encontraron que el aumento de vitamina E en suero traia consigo
un incremento en el potencial antioxidante del organismo en un 30% y un aumento
en el potencial antioxidante del suero en un 10%, sin afectar la concentracion de
LDL (62). De igual manera, Yu y cols.( 2003), suplementaron vitamina E a un
grupo de ratas, vitamina C a otro grupo y a un tercer grupo ambas vitaminas,
todos los grupos fueron sometidos a ejercicio aerdbico exhaustivo durante 4
semanas, los resultados demuestran que la suplementacién con vitamina E puede

proteger a las mitocondrias del musculo y asi mejorar el rendimiento deportivo,
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este efecto puede verse incrementado con la administracién conjunta de vitamina
C, pero la proteccion no se ve igualada si la suplementacién es realizada
unicamente con vitamina C (63). A su vez Kim y cols. (2004) realizaron un estudio
en ratas, las cuales fueron entrenadas 60 min por dia durante 8 semanas, cada
grupo recibié vitamina E, carnitina y vitamina C, al final se determindé que ademas
de proteger del dafio oxidativo y de mejorar la capacidad del ejercicio en ratas
entrenadas, la suplementacion con carnitina, vitamina E y vitamina C ayuda a
mejorar el perfil de lipidos disminuyendo lipidos totales en suero, los TG, el
colesterol total ademas de aumentar las HDL (64). En un trabajo en el cual se
analizaron dos grupos de ratas, a uno se le suplemento con vitamina E y al otro
no, se demostré que la vitamina E confiere proteccion a los tejidos pues en el
grupo que fue suplementado con dicha vitamina y ademas entrenaba, se
encontraban aumentados los niveles de GSH, por el contrario en el grupo que no

fue suplementado y era sedentario estos niveles se encontraron bajos (65).

Asha y cols. (2002), estudiaron el efecto protector de algunos antioxidantes
durante el ejercicio, utilizando ratas ancianas, los resultados han demostrado que
la suplementacion con vitamina E puede ser una herramienta para mejorar la
defensa antioxidante, ya que logra incrementar la actividad de la SOD y otras
enzimas antioxidantes. Ademas obtuvieron una disminucion en la peroxidacion de
lipidos, lo cual se vio reflejado por la baja concentracion de MDA (66). Un afo
después los mismos autores realizaron un estudio en ratas ancianas el cual
mostrd, que la suplementacion con vitamina E incrementa la resistencia deportiva

asi como mejora el perfil de lipidos, aumentando las HDL en plasma (67).

Las investigaciones coinciden en que la suplementacion con antioxidantes tiene un
efecto favorable sobre la peroxidacion lipidica y en general en la proteccion del
dafio por RL. Una de las vitaminas mas estudiadas es la vitamina E, y las
investigaciones han sefialado en que dicha vitamina previene el dafio oxidativo
inducido por el ejercicio, por lo que se recomienda una suplementacion con 100-

200 mg de vitamina E por dia para ayudar a disminuir el dafio producido por los
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RL (60). También se ha sefalado que al suplementar a-tocoferol se logra disminuir
la exhalacion de pentanos durante el ejercicio, asi como la concentracion de MDA,
por lo que se demostro protege contra la peroxidacion de lipidos. Varias de las
investigaciones no han encontrado efectos benéficos de la suplementacion con

vitamina E en el desempefio, resistencia o capacidad aerdbica (5).

Por otra parte, como ya se mencioné en la introduccion, existen diversos
antioxidantes ademas de las vitaminas. Uno de ellos es el aminoacido conocido
con el nombre de glicina, el cual ha sido estudiado con mayor interés en los
ultimos afios, tratando de demostrar su efecto protector contra el dafio oxidativo
asi como auxiliar en la prevencién de complicaciones en enfermedades cronicas
como la Diabetes Mellitus (DM). Una de estas investigaciones fue la realizada por
Senthilkumar y cols., (2004) en la cual se indujo hepatotoxicidad mediante la
administracion de etanol (7.9g/Kg de peso) por 30 dias, a uno de los grupos se le
administr6 una solucion con glucosa, a otro grupo se le suplemento glicina
(0.6g/kg de peso) los 30 dias siguientes a la administracion del etanol, al final se
reportd que la administracion de glicina fue efectiva para disminuir la
hepatotoxicidad inducida por etanol, al disminuir la actividad en suero de enzimas
como la AST y ALT (68). Los mismos investigadores en un estudio similar
demostraron que la administracion de éste amninoacido reduce el estrés oxidativo
en las ratas a las que se les administra alcohol, ademas de incrementar la
actividad de enzimas antioxidantes como la SOD y la CAT en el higado de dichas
ratas (69), a su vez, en otro estudio sefalaron que la suplementacién con glicina
(0.6g/Kg peso) confiere proteccion ante estrés oxidativo en la membrana del
eritrocito, plasma y hepatocitos de las ratas inducidas a alcoholismo , ya que
protege a dichas membranas de sufrir el proceso conocido como peroxidacion
lipidica (70).

Otros investigadores como Carbajal y cols. (2007) han estudiado el efecto que la

suplementacion con glicina tiene en la prevencion de los dafos producidos por la

DM. Dicho efecto lo atribuyen a que la glicina (20g/dia en tres tomas de 7g c/u)
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puede evitar la glicacion de las proteinas al ser ella la molécula que sufra dicha
glicacion, de esta manera evita que se formen los Productos Finales de la
Glicacién (AGEs por sus siglas en inglés) ya que se ha atribuido a dichos
compuestos la propiedad de causar dafos vasculares, neurolégicos e
inmunolégicos. Estos estudios indican que la suplementacion con glicina
disminuye los indices de hemoglobina glucosilada e incluso afirman que la glicina
posee efecto hipoglucemiante, reduce la concentracion de TG en pacientes
diabéticos asi como normalizar la presion arterial y se dice que tiene un efecto

inmunoestimulante (71, 72).

Ademas de lo anterior se sabe que la glicina previene el descenso de la actividad
de las enzimas antioxidantes tras una hemorragia, y previene la formacion de

radicales libres (33).

Es conocido que este aminoacido es un componente principal de la creatina, la
cual es sintetizada en el higado, pancreas y rifiones y almacenada en el musculo
esquelético. La creatina se ha utilizado desde hace tiempo como un suplemento
alimenticio en deportista, puesto que se ha visto su potencial ergogénico ya que
realiza varias funciones como son la de regular la energia asi como regular el
proceso de glucdlisis, retrasa inicio de la fatiga muscular y facilita la recuperacion,
varias investigaciones manejan una dosis de 20g/dia durante 5-7 dias y después
una fase de mantenimiento que consta de 3-5g/dia por periodos variables que van
de 1 semana a un mes. Asi mismo en dichos estudios se ha tratado de demostrar
si la administracion individual de aminoacidos (ej. glicina) pueden tener un efecto
ergogénico y por lo tanto incrementar el rendimiento fisico de los atletas, los
resultados muestran que no, incluso este aminoacido aun siendo uno de los
componentes dicha sustancia, no parece poseer el potencial ergogénico de la
misma creatina (35,36,37,38,39). Cabe mencionar que si bien se han encontrado
resultados positivos de la suplementacion de glicina para combatir el estrés
oxidativo, no se han realizado estudios donde éste sea generado por el ejercicio,

por lo cual es interesante observar los resultados.
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Esta comprobado que durante el ejercicio fisico se aumenta el consumo de
oxigeno (2,57,12,52), pero se ha estudiado poco acerca del posible dafio que
puede tener el incremento en la produccién de RL y EROS trayendo consigo el
fendbmeno conocido como estrés oxidativo (5,11). Es importante tratar de equilibrar
la cantidad de RL y antioxidantes en el organismo de los atletas, ya que de lo
contrario son mas susceptibles de presentar una serie de trastornos en el
organismo. Tampoco se ha definido que la suplementacion con antioxidantes
mejore el rendimiento en si (60,61), pero al proteger al organismo de una dieta
inadecuada y una mayor actividad fisica, pueden estar contribuyendo de manera
importante a tener un mayor rendimiento. Esto provoca que se ponga mas
atenciéon en el estudio de los antioxidantes como factores protectores del
organismo de los atletas, los cuales en muchos casos no llevan un plan de

alimentacion adecuado a sus necesidades.

Sabemos que el ejercicio se relaciona con un estilo de vida saludable, lo que
preocupa en mayor medida es el dafio a los tejidos que se provoca durante el
estrés oxidativo, condicionando al organismo a un gasto de energia para la

reparacioén del mismo y a su vez una disminucion en el rendimiento.

Diversos estudios sefalan tanto a la vitamina E (62,63,64,65,66,67) como a la
glicina (33,40,71,72) como agentes protectores contra el estrés oxidativo, por lo

que se eligieron para ver su efecto es esta investigacion.

Por lo tanto nos preguntamos que tanto es el dafio ocasionado a los tejidos por el
estrés oxidativo inducido por el ejercicio, y si la suplementacion con vitamina E y/o
glicina puede proteger de la misma manera del dano oxidativo a los 6rganos
intimamente relacionados con el ejercicio, favoreciendo de esta manera el

rendimiento.
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V. JUSTIFICACION

El estudio del deporte y de la actividad fisica ha adquirido gran relevancia en los
ultimos anos. Se busca con todas las investigaciones lograr que el deportista

mejore su condicidn fisica y a la vez su rendimiento.

Los profesionales de la salud, como lo son los nutridélogos y los médicos deben
ofrecer a los deportistas alternativas de alimentacion y de cambios en sus habitos
de vida que les ayuden cumplir con el objetivo planteado, ademas de permanecer
atentos a los nuevos descubrimientos y nuevas técnicas aplicables a la ciencia del
deporte, para dar a los atletas las herramientas necesarias para mejorar su

desempenio tanto fisico como mental.

En vista del dafio que puede causarse al incrementar el consumo de oxigeno
durante el ejercicio, es importante crear las condiciones necesarias para que este
dafio sea minorizado y se disminuya el riesgo de que el rendimiento de nuestros
deportistas este en detrimento. Al conocer esta problematica se deben buscar
alternativas que prevengan el dafio, como es el uso de suplementos alimentarios,

entre los cuales encontramos a los antioxidantes.
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VI. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la suplementacidon con vitamina E y/o glicina sobre el dafio

oxidativo y el rendimiento fisico en ratas durante el ejercicio aerdbico.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la actividad especifica de la enzima antioxidante SOD, en higado,
corazon, pulmon y musculo de ratas sometidas a ejercicio aerdbico con o sin

suplementacion de vitamina E y/o glicina.

¢ Cuantificar la concentracion de MDA en higado, corazén, pulmén y musculo de
ratas sometidas a ejercicio aerdbico con o sin suplementacion de vitamina E

y/o glicina.

e Determinar la actividad de enzimas de dafo celular (AST y ALT) en suero de
ratas sometidas a ejercicio aerobico con o sin suplementacion de vitamina E

y/o glicina.
e Cuantificar en suero de ratas sometidas a ejercicio aerdbico, con o sin
suplementacion de vitamina E y/o glicina, la concentracion de metabolitos

séricos (glucosa, TG, bilirrubina, albumina).

o Determinar el rendimiento fisico en ratas sometidas a ejercicio aerdbico, con o

sin suplementacion de vitamina E y/o glicina.
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VII. HIPOTESIS

El ejercicio aerdbico incrementa la producciéon de RL y a su vez el estrés oxidativo,
la suplementacién con antioxidantes como la vitamina E y/o glicina a ratas
protegera del dafio al higado, corazon, pulmén y musculos disminuyendo el estrés

oxidativo, por lo tanto incrementara el rendimiento fisico.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

1. Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 200 + 20 gramos
(aproximadamente de 10 semanas de edad), obtenidas del bioterio de Harlan
México. Las ratas fueron alimentadas con una dieta normal para roedores (Purina
de México S.A.) y agua ad libitum (73).

1.1. Grupos experimentales
Los animales fueron organizados en ocho grupos (3 ratas por grupo) de la
siguiente manera:
1) No suplementado, no realizé actividad fisica (Control).
2) Suplementacion con vitamina E, no realiz6 actividad fisica (VE).
3) Suplementacion con glicina, no realizé actividad fisica (Gly).
4) Suplementacién con vitamina E + suplementaciéon con glicina, no relaizd
actividad fisica (VE+Gly).
5) Solamente realiz6 actividad fisica (AF).
6) AF + suplementacién con vitamina E (AF+VE).
7) AF + suplementacién con glicina (AF+Gly).
8) AF + suplementacion con vitamina E + suplementacion con glicina

(AF+VE+Gly).

1.2. Suplementacion

Los animales sometidos a suplementacion recibieron una dosis de 400 Ul de
vitamina E (Sigma Chemical St. Louis MO) intraperitonealmente (para garantizar
que no existan pérdidas de la dosis en el proceso de digestién), y los grupos
suplementados con glicina recibieron 0.6 g/Kg de peso (Sigma Chemical St. Louis
MO), por via intragastrica. En ambos casos la suplementacién se llevo a cabo por

5 dias a la semana a lo largo de un mes (64,68,69).
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1.3. Actividad fisicay determinacion del rendimiento

Los grupos sometidos a ejercicio aerdbico, permanecieron en una caja de
actividad fisica por 30 min/dia, 5 dias a la semana durante cuatro semanas. Al
inicio del experimento se realizé un proceso de adecuacion a la actividad fisica, el
cual tuvo una duracién de un mes; en la primera semana se mantuvieron en la
caja de actividad fisica durante 15 min, el tiempo se fue incrementando 5 min. por
semana hasta alcanzar los 30 min (35). El rendimiento fisico diario se evalu6
contando el numero de vueltas en la rueda de ejercitacion, al final estos datos se
convirtieron en m/min. (65). Para efectos de simplificar términos, al referirnos en
los resultados a actividad fisica (AF), estamos hablando del ejercicio aerdbico que

realizado por las ratas.

2. Obtencion y preparacion de muestras

Después de las ocho semanas de entrenamiento las ratas fueron anestesiadas

con pentobarbital 40 mg/Kg. por via intraperitoneal y sacrificadas por decapitacion.

2.1. Suero
Después de decapitar a las ratas, se recolectoé la sangre en tubos Vacutainer con
gel separador de plasma. Se sometié a centrifugacion 3500 rpm por 10 min en

centrifuga clinica, de esta manera se obtuvo el suero.

2.2. Tejidos

Los tejidos se obtuvieron en el siguiente orden: Higado, pulmén, corazéon y por
ultimo musculo de una pierna.

Dichas muestras fueron homogeneizadas en un amortiguador de sacarosa-TRIS-
EDTA (sacarosa 0.255 M, tris base 0.01 M, EDTA 0.3 Mm a un pH 7.4), al

finalizar se mantuvieron en congelacién (-20° C) hasta que se utilizaron (65,73).
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3. Métodos

3.1. Determinacion de metabolitos séricos
Se determind glucosa, albumina, bilirrubina y triglicéridos utilizando kits de
reactivos de la marca Spinreact, siguiendo las instrucciones del fabricante (anexo

1, 2, 3y 4 respectivamente).

3.2. Ensayo enzimético en suero

Se determind a actividad de las enzimas AST y ALT en suero, como un marcador
de dano celular, utilizando kits de reactivos de la marca Spinreact (anexo 5y 6
respectivamente). La actividad de las enzimas en suero se reporta como unidades

internacionales por litro (UI/L).

3.3. Cuantificacion de MDA

Una vez obtenido el homogenado total de los tejidos, se determind la
concentracion de MDA como un indicador de peroxidacién lipidica. Para esto se
realizo la técnica de espectrofotometria de reaccion con el acido tiobarbiturico
(TBARS) en el homogenado de los tejidos de acuerdo a la técnica de Song y cols
2003 (74).

3.4. Determinacién de la actividad especifica de la SOD

Se determind la actividad de la enzima SOD en los homogenados totales de los
tejidos, aplicando la técnica de Halliwell y Gutteridge (1992) (75). La proteina total
de la muestra fue determinada por el método ya establecido por Lowry utilizando
albumina bovina como estandar (anexo7). El resultado se expresa en nmol/min/mg

de proteina.
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4. Analisis estadistico

Los datos se integraron en una base de datos la cual fue analizada por medio del
programa Sigma Plot 7.0. Las diferencias significativas entre los grupos se
analizaron mediante la prueba t de Student para muestras pareadas y analisis de
varianza (ANOVA) siendo significativo con una p<0.05. Lo resultados se expresan
como T + EE.
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RESULTADOS

1. Actividad especifica de la superéxido dismutasa (SOD)

Se determiné la actividad especifica de la enzima SOD en muestras de higado,
corazon, plumon y musculo de ratas en los diferentes grupos de la investigacion.

La figura 6 muestra que los grupos que no realizaron actividad fisica tuvieron un
incremento minimo de la actividad de la SOD en comparacién con el grupo control,
independientemente del antioxidante que se le administr6. Lo anterior fue

observado en los cuatro tejidos.

Nuevamente se presento un comportamiento similar del grupo AF en los cuatro
tejidos, éste grupo muestra un incremento en el higado del 44%, corazén 41%,
pulmén 35% los cuales fueron significativos estadisticamente (p< 0.05) en
comparacion con el control, y en el musculo el incremento fue del 34% aunque en

este caso no fue significativo.

Finalmente la actividad de la SOD se ve incrementada nuevamente, ahora como
resultado de la suplementacion con los antioxidantes, los tres grupos que
realizaron actividad fisica y ademas fueron suplementados, tuvieron un incremento
significativo (p< 0.05) en la actividad de la SOD en comparacion con el grupo AF,
lo anterior se observa en higado, corazén y pulmén, para el caso del musculo solo
se observo un incremento significativo (p< 0.05) de la actividad de la SOD en el

grupo AF+VE+Gly en comparacion con el grupo AF.

Para musculo y corazon el grupo donde se observo un mayor incremento de la
actividad de la enzima fue AF+VE+Gly (musculo 31% y corazén 58%), en el caso
del higado fue AF+VE (27%) vy para el pulmén fue AF+Gly (58%) en comparacién

con el grupo AF.
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Figura 6. Efecto se la suplementacion con antioxidantes y la AF sobre la actividad
de la enzima SOD en diferentes tejidos de ratas
Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)
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2. Concentracion de malondialdehido (MDA)

Se determind la concentracion de MDA en el higado, corazén, plumoén y musculos
de ratas, de acuerdo a los diferentes grupos del estudio. La elevacion en la
concentracion de MDA se utiliza como un marcador de estrés oxidativo.

La figura 7 presenta los valores de MDA para los diferentes tejidos y a su vez los
diferentes grupos de investigacion. Como se puede observar, los grupos que no
realizaron AF no sufrieron grandes modificaciones en la concentracion de MDA en
comparacion con el grupo control, solo en el caso del grupo Gly en corazén, se
observa un incremento significativo estadisticamente (p< 0.05). En cambio el
grupo AF de cada tejido sufrié un incremento significativo (p< 0.05) comparandolo
con el control, dicho incremento varia entre el 360% que se presento en el higado,
284% en pulmédn, 222% en musculo, hasta un 127% de incremento en corazon.
Todas las muestras de los grupos que realizaron AF en los diferentes tejidos a
mostraron valores mayores en comparacion al grupo control, siendo la diferencia
significativa (p< 0.05) a excepcion del grupo AF+VE+Gly en corazén. Por otro
lado observamos como la suplementacién con los antioxidantes disminuye la
concentracion de MDA, tanto el grupo AF+VE como al AF+Gly y el AF+VE+Gly
disminuyeron la concentracion del MDA en comparacion al grupo AF. Solo en las
muestras de pulmén se encontré que la disminucién en dichos grupo fue
significativa (p< 0.05) estadisticamente.

En el caso del higado, corazén y pulmon, el mayor efecto protector se presento en

el grupo AF+VE+Gly, para el caso del musculo fue el grupo AF+VE.
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3. Ensayo enzimético en suero.

3.1. Actividad especificade laenzima ALT
Se determind la actividad especifica de la enzima ALT en suero de ratas de los
diferentes grupos de la investigacion. Como se observa en la figura 8, la actividad
enzimatica de la ALT presento un incremento significativo estadisticamente (p<
0.05) en el grupo Gly (150.2 UI/L) en comparacion con el grupo control (13.1 UI/L),
lo que representa un aumento del 1040%, los otros dos grupos suplementados y
que no realizaron AF no sufrieron alteraciones importantes. El grupo AF también
mostro una actividad de ALT mas alta en comparacion al grupo control, aunque
dicha actividad no fue significativa, el efecto anterior se ve revertido en los grupos

AF+VE vy en el grupo AF+VE+Gly. Los demas grupos no presentaron alteraciones

importantes.
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Figura 8. Efecto de la suplementacién con antioxidantes y AF sobre la actividad
séricade laenzima ALT
Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)
?(p<0.05 vs control)
® (p<0.05 vs AF)
°(p<0.05 AF+VE vs AF+Gly)
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3.2. Actividad especifica de la enzima AST

Se determind la actividad de la enzima AST como un marcador de dafo, ya
que es una enzima que se encuentra en el citoplasma y las mitocondrias de las
células de tejidos como el cardiaco, hepatico y musculo esquelético
principalmente. Los resultados de la figura 9 muestran un incremento en la
actividad de la AST en los grupos VE, Gly y VE+Gly, en comparacién con el
grupo control aunque dicho incremento no es significativo, en cambio en grupo
AF mostré un aumento del 264% el cual si fue significativo estadisticamente
(p< 0.05) en comparacion con el control. También se puede observar que la
suplementacion con antioxidantes disminuye de manera significativa (p< 0.05)
la actividad de dicha enzima en comparacion con el grupo AF, el grupo AF+VE
disminuyé su actividad en un 92 %, el grupo AF+Gly en un 90% vy el
AF+VE+GLy en un 51%
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Figura 9. Efecto de la suplementacion con antioxidantes y AF sobre la actividad
séricade la enzima AST

Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)

#(p<0.05 vs control)

® (p<0.05 vs AF)

4(p<0.05 AF+VE vs AF+VE+Gly)

® (p<0.05 AF+Gly vs AF+VE+Gly)
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4. Efecto de la suplementacion con antioxidantes y la AF sobre la

concentracion de los metabolitos séricos.

El efecto de la suplementacién con vitamina E y/o glicina asi como de la actividad

fisica sobre los metabolitos séricos se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto de la AFy la suplementacion con vitamina E y/o glicina

sobre la concentracion de los metabolitos séricos

TRATAMIENTO GLUCOSA ALBUMINA BILIRRUBINA T.G.
T+EE (mg/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 12011 4.240.08 0.05+0.007 114424
VE 10646 3.840.2 0.33+0.08 211424
Gly 90+10 3.440.2° 0.17+0.02° 124412
VE + Gly 86+16 3.340.1° 0.19+0.04° 59+12
AF 9745 4.340.1 0.06+0.02 228+27°
AF+VE 102+0.6 3.640.2 0.050.007 104+14°
AF+Gly 12049 3.9+0.1° 0.08+0.01° 108+18°
AF+VE+Gly 88+3°° 3.320.06 ° 0.42+0.1° 178+59>°¢

Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)
? (p<0.01 vs control)

®(p<0.01 vs AF)

4(p<0.05 AF+VE vs AF+VE+Gly)

® (p<0.05 AF+Gly vs AF+VE+Gly)
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4.1. Concentracion sérica de glucosa

Como se puede observar en la figura 10, el grupo control asi como el AF+Gly son
los que presentaron el nivel de glucosa mas alto (120 mg/dL), los grupos que no
realizaron actividad fisica, pero que fueron suplementados son los antioxidantes
mostraron valores de glucosa menores en comparaciéon con el grupo control,
aunque ninguna de estas disminuciones resulto significativa estadisticamente. El
grupo AF también mostré una disminucién en su nivel de glucosa en comparacion
con el control aunque nuevamente no es significativo estadisticamente. Dentro de
los grupos que realizaron actividad fisica y ademas fueron suplementados, el
grupo AF+VE mantuvo un nivel de glucosa similar al grupo AF, el grupo AF+Gly
presento un nivel superior a los dos anteriores y el grupo AF+VE+Gly mostré un
nivel estadisticamente (p< 0.05) menor al grupo AF, lo que equivale a una

disminucion del 24%.

Cabe aclarar que solo los grupos control y AF+Gly presentaron un incremento por
arriba de los valores considerados como normales (70 -110mg/dL), cabe
mencionar, que éste incremento no resulto significativo en comparacion con los
demas grupos, por lo que se puede observar que ninguno de los tratamientos

modifica de manera importante la concentracion de glucosa en suero.
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Figura 10. Efecto de la suplementacion con los antioxidantes y la AF sobre la
concentracion sérica de glucosa

Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)
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4.2. Concentracion sérica de albimina

Se determind la concentracion de albumina en suero de ratas, de los diferentes
grupos de la investigacion, con el fin de detectar si alguno de los tratamientos
producia una alteracion en los niveles de la misma. En la figura 11 se observa que
el nivel de albumina fue similar entre el grupo control (4.2 g/dL) y el AF (4.3 g/dL).
Los grupos VE, Gly asi como VE+Gly presentaron una concentracion menor de
albumina en comparacién con el grupo control, siendo significativamente
estadistico (p< 0.05) en los dos ultimos.

Se observo un comportamiento similar con los grupos AF+VE, AF+Gly,
AF+VE+Gly los cuales mostraron una disminucion en la concentracion de
albumina sérica en comparacién con el grupo AF siendo dicha disminucién
significativamente estadistica (p< 0.05) de nuevo en los dos ultimos.

Aun asi todos los grupos permanecieron en el rango considerado como normal
para este metabolito es decir, ninguno presento concentraciones por debajo de 3.5
-5 d/dL.
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Figura 11. Efecto de la suplementacion con los antioxidantes y la AF sobre la
concentracion sérica de albumina.

Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)
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4.3. Concentracion sérica de bilirrubina

En todos los grupos el nivel de bilirrubina (Figura 12) se mantuvo dentro del rango
considerado como normal (<1.10 mg/dL) siendo los grupos VE y AF+VE+Gly los
que mostraron los valores mas altos con un incremento del 560% y 740%
respectivamente, en comparacion al grupo control, curiosamente ninguno de estos
valores resulto ser significativo estadisticamente. Por otro lado el grupo Gly y el
VE+Gly si presentaron un incremento significativo estadisticamente (p> 0.05) en
comparacion al control aun cuando sus niveles estan por debajo del grupo VE y el
AF+VE+Gly. Los grupos que realizaron AF presentaron concentraciones bajas de
éste metabolito, exceptuando el grupo AF+VE+Gly aunque nuevamente dicha

elevacion no es significativa en comparacion con el grupo AF.
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Figura 12. Efecto de la suplementacion con antioxidantes y la AF sobre la
concentracion sérica de bilirrubina.

Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)

? (p<0.01 vs control)

°(p<0.05 AF+VE vs AF+Gly)

® (p<0.05 AF+Gly vs AF+VE+Gly
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4.4. Concentracion sérica de triglicéridos (TG)

La figura 13 nos muestra los resultados de las concentraciones de TG para los
diferentes grupo, en la cual se observa que en los grupo que no realizaron AF,
solo el VE incremento un 85% su concentracién en comparacion con el grupo
control, sin que dicho incremento sea significativo. EI AF mostro una elevacion del
100% en comparacion del grupo control, en este caso la diferencia si resulto
significativa estadisticamente (p< 0.01), al administrar los antioxidantes el nivel de
TG disminuye siendo los tres grupos AF+VE, AF+Gly y AF+VE+Gly

significativamente (p< 0.05) menores en concentracion de TG séricos a

~—

comparado con el grupo AF.
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Figura 13. Efecto de la suplementacién con los antioxidantes y de la AF sobre la
concentracién sérica de triglicéridos.

Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)

 (p<0.01 vs control)

® (p<0.01 vs AF)

4(p<0.05 AF+VE vs AF+VE+Gly)

® (p<0.05 AF+Gly vs AF+VE+Gly
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5. Determinacion del rendimiento fisico.

Como se puede apreciar en la figura 14, el grupo control tuvo un rendimiento
similar entre la semana 1,2 y 4, es decir solo en la semana 3 se puede observar

un incremento importante.

En grupo AF+VE presento un rendimiento irregular a lo largo del estudio, ya que
en la segunda semana fue inferior a la primera, en la tercera se incremento sin
alcanzar el rendimiento inicial y en la cuarta fue similar a la tercera, pero en

comparacion con el grupo control, el rendimiento fue superior en las 4 semanas.

El grupo AF+Gly la grafica nos muestra que el rendimiento de la primera semana
fue inferior al del grupo suplementado con vitamina E, pero a diferencia de éste,
aqui se observo un incremento gradual en la segunda y tercer semana,

alcanzando incluso en este punto al rendimiento obtenido por el grupo AF+VE.

Para el grupo AF+VE+Gly se observo un comportamiento similar al grupo anterior,
aumentando el rendimiento la segunda y tercer semana sucesivamente, pero en la
cuarta semana dicho rendimiento se vio disminuido sin alcanzar niveles inferiores
a la segunda semana. Aunque el comportamiento fue similar, cabe destacar que
este fue el unico grupo que aun siendo suplementado el rendimiento fisico fue

inferior al grupo AF.
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fisico en ratas durante el ejercicio aerébico.
Vitamina E (Vit E); Glicina (Gly); Actividad fisica (AF)

53



IX. DISCUSION

Los efectos benéficos de la practica del ejercicio aerdbico sobre un gran numero
de condiciones fisiolégicas y en la prevencion de diferentes enfermedades es bien
conocido (5,6,49,51,60), sin embargo de igual manera la practica del ejercicio
aerobico trae consigo la formacién de RL conocidos como EROS. Existen
diferentes mecanismos para la formacion de EROS durante el ejercicio aerdbico,
el principal mecanismo es el alto consumo de oxigeno el cual, incrementa el flujo
de electrones en la cadena respiratoria de la mitocondria y por consecuencia un
incremento en la produccion de RL (11,17,52,53). Lo anterior lleva al organismo a
un estado de estrés oxidativo, el cual es importante tratar de contrarrestar para
minimizar los dafos, se han realizo multiples investigaciones donde se analiza el
papel de los antioxidantes en la proteccion al organismo del ataque de los RL

durante el ejercicio.

El objetivo de este estudio fue conocer el efecto de la suplementacion con
vitamina E asi como con glicina sobre los parametros de oxidacién, asi como
determinar si dicha suplementacién podia tener un efecto positivo en el
rendimiento fisico.

El incremento en la actividad de la enzima SOD, es un parametro que se utiliza
para determinar si algun elemento ayuda al organismo a elevar la respuesta
antioxidante (7,15,16,17). Yu B y cols (2003) demostraron en su estudio que la
suplementacion con vitamina E incrementa la actividad de la SOD (63). Por otro
lado algunas investigaciones mencionan que la glicina tiene un efecto protector
contra la disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes como la SOD,
CAT Y GPx (33). Los datos obtenidos en ésta investigacion demuestran que la
administracion de con los antioxidantes incremento ligeramente la actividad de la
SOD en los grupos que no realizaron actividad fisica al ser comparados con el
grupo control, mostrando que la suplementacidon ayuda a incrementar la respuesta
antioxidante del organismo. En el grupo AF se observo un incremento promedio
del 40% en la actividad de la SOD en los cuatro tejidos, comparado con el grupo

control asi como con los grupos que no realizaron actividad fisica, dicho efecto
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habia sido sefialado anteriormente por otros autores, los cuales mencionan que el
ejercicio por si solo ayuda a incrementar el potencial antioxidante del organismo
(4,11,28). Se demostré que al administrar las vitaminas a los grupos que
realizaron AF se incremento aun mas la actividad de dicha enzima, confirmando
reportado Senthilkumar vy cols. (2004), donde sefialan que la administracion de
glicina previene el descenso de la actividad de la SOD en higado, bloqueando la
produccion de RL en las células Kupfer (40,69), de igual manera se observé un
resultado semejante al obtenido por Asha y cols. los cuales reportan un
incremento del potencial antioxidante endégeno que se refleja en el aumentando
de la actividad de enzimas como la SOD y la CAT cuando se administra vitamina

E y se realiza actividad fisica (66,67)

Un marcador de estrés oxidativo es la determinacion de lipoperdxidos en plasma,
diversos autores coinciden en sefialar un incremento del MDA con el ejercicio
fisico (5,61,64). Kanter y cols. (1994), observaron que el ejercicio de elevada
intensidad producia un aumento de la concentracion de TBARS tanto en suero
como en plasma, en sujetos altamente entrenados (61). Davies (1987), encontro
un incremento similar de MDA tras el ejercicio en ratas no entrenadas (47).

En nuestro estudio encontramos que la concentracion de MDA de los grupos que
no realizaron actividad fisica no presentaron cambios importantes en comparacion
con el grupo control, por otro lado, observamos que los niveles de MDA se
incrementaron significativamente en el grupo AF en comparacion con el control. Lo
anterior se observa en los cuatro tejidos analizados (higado, corazon, plumoén y
musculo). Cuando se administraron los antioxidantes se logré disminuir la
concentracion de MDA hasta en un 50 % en higado, pulmén y musculo, a
excepcion del corazén donde la disminucion es de alrededor del 20%, de esta
manera se observa el papel protector de los antioxidantes sobre la oxidacion de
los lipidos de las membranas celulares, por lo tanto manteniendo la integridad y
funcion de dichas células. Tanto la vitamina E como la glicina y la combinacion de
ambas fueron efectivas para disminuir la concentracion de MDA que se genera

con el ejercicio. La vitamina E reacciona con los radicales peroxilo, cediéndoles un
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H para formar hidroperéxidos lipidicos que son retirados por la GPx, por este
mecanismo protege a las membranas celulares de sufrir peroxidacion (4,28,31,32).
La glicina como ya se mencioné anteriormente, ejerce un efecto de bloqueo sobre
la activacion de la células de Kupffer que son productoras de radicales libres, por
lo que protegen de igual manera a las biomoléculas del dafio producido por los RL
(40).

Se determind la actividad de las enzimas AST y ALT, estas enzima se encuentra
en el citoplasma y las mitocondrias de células del tejido cardiaco, hepatico y
esquelético, principalmente, y sirven como un marcador de dafio a las tejidos. En
nuestro estudio encontramos una elevacion en la actividad de ambas enzimas en
el grupo AF como ya se menciono anteriormente, elevacion que podria ser
atribuida a un dafo a las membranas celulares por los RL a nivel hepatico y/o
muscular ya que estudios han reportado un aumento en su concentracion después
del ejercicio intenso (6) incluso se ha estudiado la elevacion en la actividad de
dichas enzimas a nivel hepatico consecuencia del efecto toxico del alcohol (69).
Al administrar los antioxidantes en los grupos que realizaban AF, se pudo observar
que disminuian los niveles de AST y ALT en el suero, comprobando el efecto
protector de la vitamina E y glicina contra el dafo producido por el estrés oxidativo
que otros autores han referido con anterioridad (68,74). Al proteger a las células
de dafo por RL, se evita que estas enzimas salgan de sus sitios de origen por lo

que tiene menor actividad en plasma.

Los niveles de glucosa no presentaron alteraciones mayores, los grupos control y
AF+Gly fueron los que mostraron la concentracién mas alta, el grupo AF presento
un disminucidon en comparacion al grupo control, lo que coincide con estudios que
mustran que el ejercicio es efectivo para regulas la concentracion de glucosa en
plasma (4,49,51). A diferencia del grupo AF+Gly, los demas grupos que fueron
suplementados con dicho antioxidantes mostraron niveles de glucosa mas bajas,
por lo que se demuestra que la administracién de glicina funciona como un

hipoglucemiante (71,72).
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El analisis de bilirrubina y albumina son pruebas que se utilizan para determinar si
existe dano a nivel hepatico, en nuestro estudio se observo que en ambos
parametros, no sufrieron graves modificaciones ya sea con el ejercicio ni con la
administracion de los antioxidantes, ya que en todos los grupos ambos metabolitos

se mantuvieron en concentraciones normales.

Varios estudios muestran el efecto benéfico de la suplementacion con vitamina E
disminuyendo los niveles de TG (64) en nuestro estudio se presento una
alteriacién de dicha metabolito en el grupo VE, en el cual también se vio
incrementada la actividad de la AST, aunque no podemos hablar de un dafio a
nivel hepatico pues la bilirrubina y albumina no se encontraron afectadas en dicho
grupo. Los siguientes dos grupos que sufrieron alteraciones en los niveles de TG
realizaron actividad fisica, diversos estudios demuestran el papel benéfico que
juega el ejercicio sobre el perfil de lipidos, disminuyendo el colesterol total, TG y
las LDL y aumentando las HDL ( 6,49,51) por lo que tal efecto contradictorio
podria deberse a que en estos dos grupos el tiempo de ejercitacion no fue el
suficiente para provocar dicha adaptacion ya que los otros dos grupos que
realizaron el ejercicio mantuvieron un nivel de TG bajo. En el caso del grupo AF
dicha alteracién podria estar relacionada con el incremento en la actividad de la
AST, lo cual nos indicaria un dafio a nivel hepatico, lo cual provoca un cambio en
el metabolismo de los TG elevando el nivel de los mismos. El tercer grupo que
mostrd una alta concentracion de TG fue el AF+VE+Gly el cual podria explicarse
como el caso anterior, aunque la elevacion de AST y TG es menor que en el
grupo AF, pero comparado con el grupo control si observamos un incremento en

ambos niveles.

Investigaciones anteriores informan que la suplementacion con antioxidantes no
ayudo a incrementar el rendimiento en ratas entrenadas, incluso en deportistas,
otras investigaciones reportan un efecto benéfico de la suplementacién sobre el
rendimiento (67), por lo que continua la controversia de si los antioxidantes en

verdad ayudan a mejorar el rendimiento o no.
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En nuestra investigacion evaluamos el rendimiento fisico que presentaron los
diferentes grupos sometidos al ejercicio aerdbico, pudimos observar que todos los
grupos mantuvieron un rendimiento irregular a lo largo del estudio, la tercera
semana es el punto donde se presento el rendimiento mas alto en los grupos AF,
AF+Gly y AF+VE+Gly y para la ultima semana del estudio el rendimiento no
aumento y en algunos casos disminuyo un poco. Los grupos AF+VE y AF+Gly
presentaron un rendimiento mayor al grupo control durante las cuatro semanas en
cambio el grupo AF+VE+Gly mostré un rendimiento menor que el grupo control a
lo largo del estudio aun asi no podemos hablar de un efecto directo sobre el
rendimiento fisico, ya que todos los grupos presentaron el mismo patrén de

comportamiento
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X. CONCLUSIONES

El ejercicio por si mismo incremento la actividad de la SOD, aunque al

mismo tiempo se incrementa la concentraciéon de MDA.

La vitamina E asi como la glicina incrementan la actividad la de enzima

SOD confiriendo mayor proteccion antioxidante al organismo.

El tratamiento con antioxidantes logro disminuir la concentracion de MDA
producida durante el ejercicio aerobico, lo cual indica que ambos

antioxidantes son efectivos para detener la peroxidacion lipidica.

La suplementaciéon con VE y/o Gly no produjo modificaciones importantes
en parametros de funcion hepatica como lo son la albumina, bilirrubina y
enzimas AST y ALT.

La administracion de los antioxidantes no incremento el rendimiento fisico

de las ratas.

La administracidon conjunta de los antioxidantes no mostro cambios
significativos en comparacion con los grupos donde la suplementacion se

realizo por separado.
La suplementacién con vitamina E y/o glicina logré proteger a los érganos

relacionados con el ejercicio (corazon, higado, pulmén y musculo) del dafio

oxidativo, pero no incremento el rendimiento fisico de las ratas.
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ANEXO 1

AT G TR
SPINREACT ANEXO 1 Ce [ ouoose
Glucosa
Trinder. GOD-POD
Determinacidn cuantitativa de glucosa 4, Mezclar & umzsg 10 minutos a 37°C & 30 min a temperatura
D ambients (15- 8
5. Leer la absorbancia (A) ded Patrdn y la muestra, frente al Blanco de
Conservar a 2-8°C reactivo. El color es estable como minima 30 minutos.
PRINCIPIO DEL METODO CALCULOS
La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacién de glucosa a dcido (A)Muestra
mumnm.ammmmu-ﬁo,; producido sa detecta —mﬂm:mm:-mummhm
mediante un aceplor da axgeno, fenclampirona en Y
presencia de peroxidasa (PODY) s Factor de conversidn; mg/dL x 0,0555= mmalL.
Pp-D-Glucosa + Oy + M0 ———— Acido glucanico + H04
CONTROL DE CALIDAD

Hi0; + Fenal + Ampirons —-22—, Quinona + H:0
u+mmmummummmnumm
glucosa presente en la muestra ensayada'”

SIGNIFICADO CLINICO

La glucosa es la mayor fuenie de energin para las cblulas del
organismao; 1a insulina facslita 2 entrada de glucosa en las células

La diabetes mellitus es una enfermedad cursa con una
hiperglucémia, causada por un déficit de insulina'*®

El ai clinico debe reallzarse teniendo an cuenta todos los
datos ciinicos y de laboratoric
REACTIVOS
R1 TRIS pH 7.4 G2 mmoliL
Tampin Fenol 0,3 mmolL
B2 Glucasa axidasa (GOD) 15000 UL
bt Percaidasa (POD) 1000 WL
4 - Amingfenazona (4-AF) 2.6 mmoliL
GLUCOSE CAL | Patrén pnmano acudso de Glucosa 100 mgidl
PREPARACION

Reactivo de trabajo (RT): Disolver { -+ ) &l contenido de un vial de
R 2 Enzimas en un frasco de R 1 Tampdn.

Tapar y mazclar suavementa hasta disolver su contenida,
Estabildad: 1 mes en nevera (2-8°C) o 7 dias a Temperatura
ambiente (15-25°C).

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD

Todeos los componentes del kit son estables, hasta la fecha de
caducidad indicada &n la stqueta, cuando se mantenen los frascos.
bien cefrades a 2-8%C, protegides de la luz y se evita la
contaminacion durante su uso.

Nao usar reactivos fuera de la fecha indicada.

GLUCOSE CAL

Una vez abierto, es estable 1 mes =i se mantienen los wviales blen
cerrados a 2-8°C, protegidos de (3 luz y se evita su contaminacién.
Indicadares de daterioro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancia (A) del Blanco a 505 nm = 0,10,

H.ATEREALADICIDNAL

- Especirof 1} para lecturas a 505 nm.
-Gumndamcmdcnmuohm

~ Equipamiento habitual de laboratono.

MUESTRAS

Suero o plasma, libre de hemolisis’ y LCR.

El suero debe separarse jo antes posible del codgulo.

Estabilidad: La glucosa an suero o plasma es establa 3 dias a 2.8°C.

PROCEDIMIENTO
1. Condiciones del ensayo

Longitud de onda; . 505 nim (490-550)

Cubeta:, , -1 em paso de luz

TonPOraburll . . ... ivviinlsiiosinnnng 3TC [ 15-25"C
2. Ajustar el especirofoldmetro a caro frante a agua destilada.
3 Fipatear an una cubeta:

Blanco Patrsn Muestra

RT;rnL! 1.0 1,0 1,0
Patron ™" (ul) = 10 =
Muestra (ul) - - 10

Es convenlente analizar junto con las muestras sueros control valorados:
SPINTROL H Normal y Palologico (Ref, 1002120 y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de lalerancia, revisar
@l instrumento, los reactivos y el calibrador.

Cada laboratono debe disponer su propio Control de Calidad y establecer
cofmecciones en & caso de que los controles.

VALORES DE REFERENCIA'
0 plasma:
B0 — 110 mgidL

: £0 = 80 % del valor en sangre

Estos walores son onentativos. Es recomendable que cada laboratorio
astablerca sus propos valores de referencia,

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango do meodida: Desde &l limite de deteccidn de 0.04 mgidl hasta el
limite de inealidad de S00 mghdl.

5i la concentracin es superior al limite de linealidad, diluir la muestra 1/2
con CINa 8 grl y multiplicar el resultado final por 2.

& 332-6.10 mmoll
LCR

Precisidn:
Intrasane (n=20) | [Interzena (n=20)
Media (mg/dL) | 96, 241 98.4 248
5D 0.8 143 155 | 373
CV (%) 0.8: 0,59 1,58 1.50

Sensibilidad analitica: 1 mg/dL = 0,0036 A,

Exactitud: Los reactives de SPINREACT (y) no muestran diferencias
sistematicas significativas cuando se comparan con olros reactivos
comerciales (x).

Los resuitados oblenidos con 50 muestras fuenon I0s sigulentes:
Coeficiente de corretacian (r): 0,99.

Ecuacion de la recta de regresion: y= 1,0x + 0,12,

Las caracteristicas del método pueden vanar segun o analizador utilizado.

INTERFERENCIAS

No se han observado interferencias con: hemoglobing hasta 4 gl
bilimubina hasta 20 mg/L, creatinina hasta 100 mg/L. galactosa hasta 1 g/L.
Sqmnﬂmmﬂn?uymmmaqmmmgm en la
determinacion de la ghucosa

NOTAS

1. UMnmdhmmmﬂmsm
sisterndticos en mélodos automdticos. En este caso, se recomienda

utilizar calibradores séricos,

Usar punias de pipela desechables limpias para su dispensacién.

SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para la

aplicacién de este reactivo en distintos analizadores.

mamcmia

1.  Kaplan A Ghucose. Kapian A of al Clin Chem The C.V. Mosby Ca. 5t Louis.
Toronto. Princeton 1084; 10321008,

Trinder P, Ann Clin Blochem 1985, §; 24-23,

Young DS, Effecis of drugs on Clnical Lab, Tests, 4th ed AACC Press, 1595,
Young DS, Effects of diseass on Chnical Lab, Tests, 4th d AACC 2001,

Busrtis A of 2l Ttz Textbook of Chnical Chamistry, Jrd od AACC 1999,

Thetz N W et al. Clinical Guide 10 Laboratory Tests, nd ed AACC 1985,

PRESENTACION

2
3

s

Ref:1001180
Ref:1001181

4 x 125 mi
4 x 250 mL

a7

umnmmm LAB CENTER D MEXICO S.A. DE C.W

Lan Tarmas Boubsvares Mawtalpen Edo. ds Maxice P 51140
TEL (1] mmmum}u COSTO 01 500 500 5PN [TT45)
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ANEXO 2

LOHINKEAL

\‘ ||-. 1 AMLDUIvINS I

Albumina
Verde bromocresol. Colorimétrico

Daterminacidn cuantitativa de albimina
1]

Conservara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

La albumina se combina con el verde de tromocresocl a pH
ligeramenta acido, preduciéndese un camblo de color del
indicador, da amarillo verdoso a verde azulado proporcional a la
concentracidn. . da  albimina presente en I8 muestra
ensayadn"““.

SIGNIFICADO CLINICO

La albdmina es una de las mds imponantes proleinas
plasmaticas producidas en el higado.

Entre sus mdltiples funcicnes se incluye nutricién, mantenimienio
de la presidn oncdlica y ransporte de sustanclas como Ca®,
bilirrubina, dcidos grases, drogas v esteroides,

Alteraciones en los valores de albdmina indican enfermedades
dal higado, desnutricion, lesiones de la piel como dermatitis,
quemaduras severas o deshidratacion' ™,

El diagnostico dinico debe realizarse tenlendu en cuanta todos
les datos clinicos y de laborataric,

REACTIVOS —

R Verde bromocrasol pH 4,2 S0 mmolil
ALBUMIN CAL | Patrdn primaro acuoso de Alblimina 5 g/dl
PREPARACION

El reactivo y calibrador estén fislos para sU uso.
CONSERVACION Y ESTABIIJDAD

Todos los componenias del kit son establas hasta |a fecha de
caducidad indicada en la efigueta, cuando se mantienen los
frascos blen cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita la
cantaminacion duranie su uso.

Mo usar reactivos fuera de la fecha indicada.

ALBUMIN CAL

Una vez abierto, es estable 1 mes si se mantienan los viales bien
carmados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su contaminacion,
Indicadores de deterioro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancia (A) del Blanco a 830 nm = 0,40,

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotometro o analizador para lecturas a 630 nm.,
- Cubatas de 1,0 cm de paso de luz.

- Equipamienta habitual de laboratorio,

MUESTRAS
Suero o plasma libre de hemdlisis": Estabilidad 1 mes a 2-8°C o 1
semana a 15-25°C.

PROCEDIMIENTD

1, Condiciones del ensayo:
Longitud de onda: . . B30 nm (BD0-650)
Cubeta:, . .1 em paso de luz
Tarnp-aralum ............................. 15-25°C

2. AMjustar el espectrofoldmetro a cero frante a agua destilada.
3. Pipetear en una cubsta:
Blanca Patrdn Muestra
3 [Rimb) 1,0 1.0 1,0
7| Patrén Mot 1y - 5 -
0 | Muestra (uL) = = 5

4.  Mezclar @ incubar 10 min a temperatura ambienta (15-25°C).

5. Leer la absorbancia {A) del Patrdn y la muastra, frente al Blanco
de reactivo. El color es establa 1 hora a temperatura ambiente,

CALCULOS
(M) Musastra
(A)Patrdn

Factor de conversién: gidl x 144.9 = ymoll

% 5 (Conc Patrén) = g/dL de albdmina en la muestra

CONTROL DE CALIDAD

F3. conveniente analizar junio con las muesires suems control
valorados:

SPINTROL H Normal y Patoldgico (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia,
revisar el instrumento, los reactives y el calibrador,

Cada laboralorio debe disponer su propio Control de Calidad y
establecer correcciones en @l caso de que los controles no cumplan
con |as tolerancias,

VALORES I}E REFERENCIA

35a50gdl,

Estos valores sen orientativos. Es recomendable que cada laboratorio
eslablezca sus propios valores de referencia,

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el kmile de deteccion de 0,04 gidL hasta &l
limite de linealidad de 6 g/dl.

Si la concentracion es superior al limite de linealidad, diluir la muestra
172 con ClNa 9 /L y multiplicar el resultade final por 2.

Precisidn:

Intraserie (n= 20) | | Interserie (n= 20)
Media (g/dL) | 3,38 5,80 3,30 5,67
5D 0,02 0,03 0.26 0,04

CV (%) 052 048 0,78 0,69

Sensibilidad analitica: 1 gidL = 0126 A.

Exactifud, Los reactivos SPINREACT (y) no muastran diferencias
sislemdticas significativas cuando se comparan con ofros reactivos
comerciales (x).

Los resultades obtenidos con 50 muestras fueron los sigulentes:
Coeficients dé corratacion (r): 0,99,

Ecuacidn da la recta de regresion: y= 0,98x + 0,09,

Las caracteristicas del método pueden varar segin el analizador
ulilizade.

INTERFERENCIAS

Bllirrubina hum 110 mg/l, hemoglobina hasta 1 giL y lipemia hasta 10
/L, interfleren’

Se han descrito vnria:s ermgas’a,' otras substancias que interfieren en la
doterminacién da la albumina®

HNOTAS

1. La calbracibn con el Patrdn acuoso puede dar lugar a ermores
sistemdticos en métodes automdticos. En este caso, se recomienda
utilizar calibradores siricos.

2, Usar puntas de pipela desechables impias para su dis|

3. SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para la aplll:mbﬁn
de este reactive en distintos analizadores.

BIBLIOGRAFIA
1. Gandler 5, Uric acid. Kaplan A ol al Clin Cham The C.V. Mosby Co. 31 Louis.
Toronlo, Princaton 1584; 1268-1273 and 425,

2. Rodkey F L. Clin Chorn 1965; 11; 478-467.

3. Webster D, Clin Chism, 1974: Acta 53 109-115.

4, Poumas BT Cin Cham. 1871 Acta 31: 87-88,

5 Young DS. Efects of drugs on Clinical Lab. Tasts, 4th ed AACT Prass, 1665,
6 Young DS, Eflects of dissase on Clinical Lab. Tests, 4th &d AACC 2001,

7. Butis A el ok Teatz Textbook of Clinical Chamistry, 3rd ad ANCC 1999,

8. Tietz N W ol al. Cinical Gukie lo Laboratory Tests, 3rd ad AACC 1995
PRESENTACION

Red: 1001020 Cont. 2 x 250mL

B50TTO2  Ed.2003

Coloma, T E- 1TINWE$TEVEDEEAE{GIJ SPAIN

SPINREACT.S.A. Cirs Santa
Ted +34 072 G0 08 00 Fax +34 §72 60 00 09,
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ANEXO 3

ce Winuammn ]

Bilirrubina Total y Directa
DMS0Q. Colorimétrico

Determinaciéon cuantitativa de bilirrubina
wp

Conservara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO
La biimubing se comvierts en azcbilirubing mediante 6l doido sullanilico
diazsiado mididndose folomdbiricamants, D las dos WAccones gresentos en
suiis, timubin-gucurdnide y blirebing fibre figada & la albimina, sdle la
primers repcciona en medic scwoso (bdirubing ditecta) precisanda i sogunda
la schibfizaciin con dimetisulfaxios (DMS0) para que resccicne (bilimubina
_ —indirecia). Enla.delerminacidn de-is biltrubina indirecta 58 daterming tembitn
In directa, correspondionds el resullado a la bErrubing iolad, La intensidad del
coior fsmmada ee propoccicnal @ la conceniracidn de bilisnibina prosente en la
mEslra mayﬂl“.

SIGNIFICADO CLINICO

La bilitrubina 8e ofiging por i degradacion die la hemoglobing.

Es ransportada dol bazo al higedo y se axcrets en 1p bilis.

Lo hipetikerubinamiz 5 ol A8 R

plasma. Causas mis prababies o t hiperbilerubinsmia:

Ailiruting Teal (T): Aumerio de la hemolss, alteraciones gendlicas, anemia
atal prosencia de drogas.

Bilirubina  Direcia EI'.‘I_‘!l Colestasis hepitica, aerscicnes  gendticas ¥

atarnciones hoy g

Bl disgrdstico clinico debe realzarse tenigndo en cuenta lodos los dalos

da o biirrubine an

CALCULOS
- Con Calibrador:
AlMuesica - (AIBIRCOMUBSE oy cone Calibeager = /ol da bilimubing
(A} Casbrador - (A)Blanco Calbrador
- Gon Factor:
{{A) Muestra — [A) Blance Musstra) x Factor® = mgisl. bdirrubina en I mussira

Concaniracion del Calbiador
{A) Caibrador - (A) Blanco Calibrador

“Factor,

Focter tedrieo: Biliubing (T) = 18,1 ; Bilirubina (D) = 14
Factor de conversien: mo'dl x 17,1 & pmodl.

CONTROL DE CALIDAD

Es comaniente analizar junto con 183 MUasias sueros contrl valonados:

SPINTROL H Normal y Pascidgico (Red, 1002120 y 1002210).

S jos valores hpllados S@ encueniran fuors del rango oo tolrancin, revisar of
Insbiuments, 108 reactivas ¥ ol calibradaor,

Cadn laboraioro debe dispones su propio Correl de Caded y establecer
corectiones an ol Cas0 oF quo los conlrolis ro cumplan con kas tolerancias.

VALORES DE REFERENCIA'
Bilirubing Totl Hasia 1,10 mgiel = 18,81 pmokL

clinicos y de labaratoris. Bilkrubing Dirocta Hasta 0,25 mgidl. = 4.27 pmalll
Eslos valores 300 , Es recor quo cada laborabork sus
REACTIVOS ! propios valores de rebarencia,
R0 Acwdn sulanilico 30 mmell
Agklo clormignen (GIH) 'gg mmoll | GARAGTERISTICAS DEL METODC
Ao suffanilica meoliL Range de medida: Dasde el limite de deteccion de (T) 0.5 mgidL (D) 0.04 mgll hasia
R2(T) Acida clachidrico (CH) 50 mmaolL ol Bmifie de Enoalidad de 20 mipdL.
Cirnaditsulfasicts (OMSD) 7 mollL Sila dela s superior al limite de linaabdad, dhur 112 can CINa
R3 Sodio nitrits 20 9 g/l y mullipticar el resultado final par 2.
BILIRRUBIN CAL —
Opcional : i ) - T (e 2 | irdmrsaeie (e wl
Caitradus da Blrubing 20 mgidi. Rel T00znG 5‘3.&_._. T__-_EJ_‘
PRECAUCIONES - o T
Aﬂ:r'mm\gﬁ[cm:; Evitante (X} RIGATIAB Irita los ojos, la peel ¥ las vias : ;
respiratorios. : En caso de contacts con los ojos, livensa ¥
abundantomnntn con agua y acudic a un midico, [ Gilerutira ©_] a (0= 20] | 8 (e
Meda (mgidL) | 064 | 228 058 | #53
PREPARACION S0 o8 | 00z | oGz | 008
Todos los reactivos estién listos pars su uso. CV (%) i1 | .90 | [ 251 | 195 |

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD
componentes del kil son estables hasta ln fecha de caducidad

dicada en |a eliquotn del vial, cuando se mantienen les viales blon corrados &
!-!'C.mmmhu:yunmhmﬁmmnhium.MM
repclivos luera de la fechn indicas.
Indicaderes do deterforo de los reactivos:

Presencia de pariculas y turbidez.

Desarmalio de color an &l R 2.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofolémeto o analizador para lecturas a 555 nm.
Cubetas di 1,0 om 08 pEs0 08 LI,

= Equipamiento hakilieal de lbomtorio.

MUESTRAS

Suero o plasma libre de hemdlisis (separsda ko antes posible de los hematies).
Proteger do bn luz,

Estabilidad do la muesire separada ya de log hemalkes: 4 dias 2 2.8°C o 2
meses o =200,

FROCEDIMIENTO

Sensitilidad analitica: 1 mgtdl = RS A (T),

1 mgl = 0,073 A (B). )
Exactitud: Los reactives SPINREACT no muesion dercncias sistemiticas
significaivas cuando se comparan con olros reactives comernciales.

Las coracteristcas dal métode pueden varias sogln el analzadoes utillzads.

INTERFERENCIAS

La p ia do homblsis d e ol vk de ina "%,
Se han descriio vanas drogas ¥ otras substanclas que interfieren con la delerminaciin
del biirubina™,

NOTAS .

1. Paro is determinacin de blimabing en neonatos, pipetear 50 pl de mussta,
Huiplicar ol resulndo oblenido pos 2.

3, SPINREACT dispons de instrucciones detalladas para la aplicacidn de este
rosclivo en distintos analizadonss,

BIBLIOGRAFIA
1.

Wapian A of &l Biirubin. Ciin. Chem The. C.V. Mosby Co. 5t Look Tamets—

1. Condiciones ded ansayo: Prircuton 1984; 1238-1241. 438 and 650.
Longilud da anda: Coeee. 558 nm (S30-580) 2. Mallgy H T stal. The determination of bilrabin with the photoelociric colorimiter.
IO s 564 238 o e e b 1 om paso da luz J. Bicd Cham 1937: 112, 2 481-481,
L L DR TR |~ .« 3. Young D, Effects of drugs on Glinica Lab, Tes!s, &h od AACC Preas, 1595,
2. Auslar ol cspecirodotémeiro a cere frenke 8 agun destdada 4. *founy DS. Efects of distase on Clinical Lab, Tests, 4th ed AACC 2001,
3. Pipetear an und Cubedn: 5 Burtis A et al, Tt Texboak of Clinical Chemistry, Jrd wd AACE 1988,
i & Tiotz BW al al. Clinkcal Guide ts Laboratony Tosts, Jrd ed AACC 1985,
Blanco | B, Total | Blanco | B, Directa
R1(0) {mL} & = - 1.5 1.5
RZ(T) (mL} 15 15 - = PRESENTACION
CERNTY] - 50 = el FeT 001044 R1(D) 1x150mL
L/ T 7 [ :
t!um,p""‘ MCalbradar (k) | 100 ] 100 o0 E R2T) 1x150mL
4 Mazclar s incubar sxactamenis 5 minutes a 15-25°C, R3 1x10mlL
5.  Leor i absorbancia (A),
AenTTae B AR =y Miii  SMMBELAT B & i Eania Fobues T E T SAUT ESTEVE AE BRI GRAR
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ANEXO 4

ce | TR!GLYCERJDEE—]

Trigliceridos
GPO-POD. Enzimatico colorimétrico

Determinacidn cuantitativa de triglicéridos
VD

Conservar a 2.8°C

PRINCIPIO DEL METODO

Les triglicéridos Incubados con lipoproteinfipasa (LPL) liberan glcerol y
dcidos  grasos fibres. E| glicercd es fosforindo por  glicencilosfato
doshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicers! quinasa {GK) para
preducir glicercl-3-fosfato (G3IP) y adenosina-5-difosfato (ADF). El G3P
wmmm-mmmmwnmw

nidrogano (MR TROr GRO,

Al final, el perdxida de hidregens (Hz0;) reacsiona con 4-aminafsnazona
[4-AF) y p-clorofenol, resccidn catalizada por la percxidasa (PO0) dande
una colotacidn roja:

Trigliotridos + M0 —PL, Giicarni + Acidos grasos libres

Glicarel + ATp — Slcemlguingss  op ono

G3P+0; —%29, pap 4 Mo,

La intensidad dal caler formado as
triglicéridos prasentes en la mugsira ensayada' 22,

SIGNIFICADO CLINICO

Loz ngheéridos son grasas que suministran enargla o la célula,
qumdmm‘mwmmammdumm
por las kpoproteinas on la sangre,

Una diata alta en grasas saluradas o carbohidralos puede elevar los
niveles da triglicdridos.

Su aumenls os relalivamento inespecifico, Diversas dolencias, come
clenas dsfunciones hepdticas (cimosis, hepalitis, obstrueeién billar} &
diabates mellitus, puoden estar asociadas can sy clevacion™ ",

El diagnostico clinico dobe realizarse loniende on cuenta todos les datos
clinicos y de labarateds,

3. Pipelear on una cubein:

Blanco Patrdn Mussira
RT (L} 1.0 1,0 1.0
Patrin (L} - 10 -
Wusstra (il - = 0

4. Muozclar @ incubar 5 minutos & 37°C o 10 min, a lemporatura ambients.
5. Leor la absorbanca (A) del Pairdn y la muestra, frente ol Blanco de
reactivo. El color s estable come minimo 30 minutes,

€A1 CULOS
{AlMuestra
{A)Patrin

Factor de conversién: mg/dL x 0,0113 = mmolL.

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizas junto con las muesiras sueros contrel vakiados:
SPINTROL H Normal y Patologico (Ref. 1002120 y 1002210).

5i los valores hallados ¢ encuentran fusra del rango de Iofarancia, revisar ol
Instrumento, los reactivos v ol calibrador.

Cada labotatorio debe disponer su propio Contral do Calldad y esiablecer
cormpcciones en ol caso do que les conbroles no cumplan con las tolerancias,

VALORES DE REFERENCIA

Hombras: 40 — 160 mgial
Mujores: 35 - 165 mgédL.
Estos valores son o o8, Es rgco
estableaca sus propios valores de reforencia,

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el bme de defeceidn de 0,7 mgidl hasta el hmte de
linealidad de 1000 mgidl.

5i in concentrackin es superior al limite de linsalidad, dilulr ta musslza 1/2 con
Cika 9 gL y mulliplicar el resultada final por 2.

X 200 {Cong, Patmin) = mgfdl de irighcérides en la muastra

que cada laboratorio

Prigcisii
Tintragacia (a=20) | [ Intersarie.(n=20)
Media fmgidl) | 118 218 118 215
g0 0BT 0,94 217 291
CV {%) 060 | 043 183 | 136

REASTIVOS e

e — b Sommen

T p-Clarnional 2 mmolilL
Lipoprotein kpasa (LPL) 180000 WL
Glicargl quinasa (GK) 500 UL
Glicgrol-3-oxidasa (GPO) 2500 UL
Peroidann (POD) A40 UL
:;;mlmphmum [4-AF) 0.1 mmaliL.
e s 0,1 mmall

TRIGLYGERIDES CAL | Patrén i heuoso da Triglcérides 200 mgial.

PREPARACION
Rescvo de trabajo (RT): Disotver {—» } @ contenido de un vial de R 2
Enzimas en un frasco de R 1 Tampén,

Ref: 1001310 Reactivo de trabajo (RT): Reconstiuir { - ) ef contenide do
un vial de R 2 Enzimas en 10 ml de R 1 Tampén,

Tapar y mezclar suavemonte hasta disover su contenide,
RT Estabilidad: § sernanas en nevera (2-8°C) o una semana a 15-25%C,

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los companentes del kit son estables, hasta la fecha de caduckdad
indicada ¢n la etiqueta, cuando se bos frascos blen cerrados a
2-8°C, profegidos de la luz v 5o ovita su eantaminacion,

No usar reactives fuera de la fecha indicada.

TRIGLYCERIDES CAL

U;nﬂ\%: abiorio, es estabie 1 mes s se mantienen los viales blen carrados
8 2-B°C, peodogidos da La luz ¥ 56 evlla su contaminacidn.

lndicdbﬁ dé deterianre de los reactivos:

- Presencia de particulas y lurbidez.

- Absorbancia (A} del Blanco a 505 nm > 0,14,

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémetro o analizador para lecturas a 505 nm.

- Cubetas de 1,0 om de paso do luz.

- Equipamignto habltual de labaratario.

MUESTRAS

Suero y plasma heparinizado o EDTA '. Estabilidad de la muesira; 5 dlas
a

TBC.
PROCEDIMIENTO
1. Condiciones dol ansayo:
Lengitud <o onda: <. 505 (480-550) nm
Cubetac, . . ., -1 em paso do luz

TOMPEBIID o cuuiinnniaaa, ... ST 152990
2. Austar ol especirofolémetro o cota frente a aguo destilada.

Sonsibiided analitica: 1 mgidL = 0,0012 A

Exactilud: Los reactivos SPINREACT [y} no muestran diferencias
significativas cuando se comparan con olros reaclives comerciales ().

Les resultados obtenidos con 50 muesitas fuoron los sigulentes:

Coefliclants de cofrelacion (r): 0,996,

Eecuscidn de la recta de regresidn: y= 1,00x = 0,0743.

Las coracteristicas del médodo pueden variar sepin ol analizador wilizado.
INTERFERENCIAS

Mo se han observado Interferencias con biimubina hasta 170 pmolil y
hemoglosin hasta 10 gL’

Se han descrito varias drogas ¥ otras substancias que Interfieren en la
oy 10 e los triglic )

NOTAS

1. La calibracidn con el Patron acuoso puede dar lugar a ormores sistemiticos
&n Milodos automdticos, En este caso, se recomionda ulifizar calibradares
séricos,

2. Usar punias do pipeta desechabiles limplas pars su dispensacion,
3. SPINREACT dispons de instrucciones detaliadas para la aplicacién de
este reactivo on distinles analizadores,

BIBLIOGRAFIA

1. Buccols G o ol Quantialive determénotion of serum mighycendas by usd ol
enzimos. Clin Chim 1973; 19 () 476-482,

2. Fossali Pot ol Clin, Chem 1582, 28(10): 2077-2080,

3 Kaplan A ot ol Tryglycerides. Cin Chem The G.V. Mosty Co. 51 Louls, Toranto,

Princolon 1984; 437 and Lipids 1194-1206.

4. Young DS, Effects of drugs on Chnical Lab, Tests, 48h od AACT Press, 1395,
5. Young DS, EMects of diseasa on Clinkcal Lab. Tests, 4th ed AACT 2001,

6. Burtis A el al. Tistz Testbook of Clinkcal Cheemastry, Jrd ed AAGG 1689,

7. Tietz N'W et al Clinical Guids to Laborslory Tests, 3rd ed AACC 1005,
PRESENTACION

Raf; 1001310 Sx10mL

Ral; 1001311 102 20 mL

Rel: 1091312 10 x 50 mL

Red: 1001313 4125 mL

Ref: 1001314 & % 250 mL

BSDTTH! Ed2003 ooy

[l SPIREACTS A Civa Santa Colems, 7 £-17476 84NT ESTEVE DE BAS (Gl SPAIN
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ANEXO 5

SPINREACT >

ce
GPT (ALT)

NADH. Cinético UV. IFCC rec.

Delerminacion cuantitativa de alanina aminotransferasa
GFPT (ALT)
WD

Consarvara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

La alanina aminatrasferasa (ALT) inicialments lamada tansaminasa
glutdmico pirdvica (GPT) cataliza la transferencia reversible e un grupo
amino de la alanina al w-celogluiarato con formacien de glutamalo y
piruvata. El plruvato producido es reducido a lactalo en presencia de
lactato deshidrogenasa {LODH) y MADI:

Alanina + o-Celoglutarato AT, Glutarate + Pisuvato

Pirwvato + NADH + M —21 4 Laciato + NAD®
La velocidad de disminucion de la concantracidn de MADH en el medio,
determinado  fotometricamante, es propurcloml a la conceniracin
catalilica de ALT an la muostta ensayada’,

SIGNIFICADO CLINICO

La ALT &5 una enzima infracelular, so encusnirta princpaimente en las
cilulas del higado y o rificn,

Su mejor aplicacidn o3 en ol diagndstice de las enfermedades del nlgmo.
Se cbservan nivelés ebevados en enfermedades hepdticas como &
hepatitis, enfermedades de los mOsculos ¥ traumatismeos.

Cuando se emplean en conjuncién con la AST ayuda en el diagndsiico de
Infarios de miocardio, ya que el valor de la ALT se manbenn dentro de los
jimites normales y aumenta en los niveles de AST"

El diagnastico clinico debe realzarse teniendo on mhla wdos 108 datos
clinicos y de laboratario.

REACTIVOS

R1 TRIS pH 7,8 100 mmolil
Tampan L-Alankna 500 mmalL
R2 NADH 0,18 mmolL.
Sk Lactato deshidregenasa (LDH) 1200 UL
e Lo-Calooitarplo | _ 15 mmollL|
PREPANACION

Reactivo de trabajo (RT):

Ref: 1001170 Disolver { — ) una iableta de R2 Substrato en un val de R1.
Ref: 1001171 Disolver { = | una tablata de R2 Subsirato en 15 mb de R1.
Ref: 1001172 Disobver { — ) una tablata de R2 Substrato en 50 mb de R1.
Tapar y mazciar susverments hasta disolver $u contenido,

Estabifidad; 21 dias a 2-8°C ¢ 72 homs a lemperalura ambignle,

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD
Todos los componentes del kit son estables, hasta ka fecha di caducidad
indicada en la sligueta, cuando se mantienen los frascos bien cerados a
2-8%C, protegidos de la luz y se evita su contaminacian.
Mo usar las tabletas si aparecan fragmontadas.
Mo usar reaclivos fuera de ia fecha indicada.
Indicadores do deterioro de los reactivos:
- Presancia de particulas y turbidez.
Abserbancias del Blanco a 340 < 1,00,

MATERIAL ADICIONAL
Espectrofolémetro o analizador para lecturas a 340 nm.
- Bafio termostatable a 25°C, 30°C & 37°C (£ 0,1°C)
Cubelas de 1.0 cm de paso de luz.
-  Equipamienio habitual de laboratorio.

MUESTRAS :
Suero o plasma’, Estabilidad de la muestra: 7 dias a 2-8°C.

PRD{:EDIMIEHI’D
Condiciones del ensayo:
nglluddumdn et ST
Cubeta:, i Sem naso e ez
Temperatula wnslanle 28°C 130°C 1 3T°C
2. Ajustar el espectrofolémetro a cero frente a agua destilada o aire,
A, Pipetear en una cubla:

[RT {mL) [ 1.0 |
[Muestra (uL) | 1wo |
4. Mezclar, incubar 1 minuto.

5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner en marcha el
cronometro y leer [a absorbancia cada minulo durante 3 minutos,

. 340 nim

& Calcular el promodio del increments de absorbancia por minuto
{AAmin).
CALCULDS
Addmin x 1750 = WAL de ALT
Unidades: La unidad internacional {UI) 85 la cantidad de enzima qu conviena 1 jmol

de subalrato pod minulo, en condicsones estindar. La concantracidn e expresa &n
umidades por ftra (LWL).

Factores de conversion de temperaturas
Los resultades pueden transtormarse a oiras lemperaturas multiplicande por;

Temperaiura Factor pars comrtic

de medicidn 25°C IC arc
25°C 1,00 132 1.82
30c 0,76 1.00 1,38
arc 0,55 0,72 1,00

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junio con las muesiras sueros control valorados:
SPINTROL H Normal y Patoldgico (Ref, 1002120 y 1002210).

5i los valores hallados s¢ encuentran fuera del rango de tolerancia, se debo
revisar ol mstrumento, 108 reactivos y 1a themica.

Cada laboratorio debe disponer su propio Conire! de Calidad y ostablocer
cofrecciones an el caso de gue los confrofes no cumplan con las loleranciag,

VALORES DE REFERENGIAY
25°C

30T rc
Hombras Hasta 22 UL 29 UL 40 WL
Mujeras Hasta 18 UL 22 UL 32 un

En recién nacldos normales se han descrito valores de referencia hasta el
doble del de los adultos, debido a su inmadurez hepdtica, estos valores se
normalizan aproximadamente a los tres mases.

Estos valores son orientatives. Es recomendable que cada laboratorio
ostablozea sus proplos valores de referencla.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el fmite de daFac:J’an 1 20 t." hasta al imite dp
T Il 20 UL 5 s

5 la concentracidn de la muestra es superior al imite de linealidad, diluir
1710 eon CiMa 9 g/l y multiplicar el resultade final por 10,

Frecisidn:
Infraserie (n=20) | [ Ir (n= 20)
Media (LWL) | 348 118.4 34,1 115.3
50 0,64 1,47 1,03 1.53
CW (%) 1,84 099 3.04 1,29

Sansibilidad analitfca: 1 WL = 0,000557 AA [/ mén.

Exgetiud: Los reactivos SPINREACT ({y) no muestran diferenclas
sislemdticas significativas cuando se comparan con otros reactivos
comerciales (x).

Los resullades abtenidos con 50 muasiras fueron los siguienles:
Coeficiente de regrasion (r): 0.98.

Ecuacion de la recta de regresion; y= 0,98x + 0,38,

Las caracteristicas del método pueden variar segin el analizador utilizado,

INTERFERENCIAS

Los anlicoagulantes de uso corente como la heparina, EDTA oxalalo a
fluorure no afectan los resullados. La hemolisis interfigre con la
determinackin'. Se han descrito varias dmgﬂ- y obras substancias que
Interfieren en la determinacién de ks ALT™,

NOTAS
SPINREACT dispons de instrucciones detaliadas para la aplicacion de este
reactive en distintes analizadores.

BIBLIOGRAFIA
1. Murray F. Alanine aminciransferase. Kaplan A et al. Cln Chem The C.V.
Mosby Co. St Louls. Toronto. Princeton 1984, 1088-1080.

2. Young D%, Elpcts of deugs on Chnical Lab, Tasis, 4th &d AACC Press, 1805,
3. Young DS, ERects of disease on Clinical Lab, Tests, dth ed. AACC 2001,
4,  Burtis A et ol Tietz Textbook of Clinieal Chemisiry, Jrd edition. AACC 1999,
S, Tielz M. W. et al. Clinical Guide 1o Laboratory Tests, 3rd ad. AACC 1955,
FRESENTACION o

Raf: 1001170 20x 2 mL

Ref: 1001171 10 % 15 ml

Raof: 1001172 10 x 50 mL
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71



ANEXO 6

ce
GOT (AST)

NADH. Cinético UV. IFCC rec.

Determinacién cuantitativa de aspartato aminotransferasa
GOT (AST)
wD

Conservara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

La aspartate aminctransferasa  (AST) iniclalments  llamada
transaminasa ghutamato oxaloacdtica (GOT) cataliza la transferencia
reversibla de un grupo aming del aspartato al a-cetoglutarate con

fon oy El oxalacetalo producido es
“FeTURiIG @ Malalo en prasencia de malate deshidrogenasa (MOH] ¥
NADH: :

Aspartato + a-Cetoglutarato — 214 Giutamato + Oxalacetato

Oxalacatato + NADH + H' —22H_, palato + NAD®
La velockdad de disminucidn de la coneentracion da MADH en of
medio, delerminada folomelricaments, es  proporcional a la
concentracin catalitica de AST en la muestra ensayada’.

SIGNIFICADO CLINICO

La AST es una enzima intraceiular, se encuentra en niveles allos en
el miscule del corazén, las células del higado, las células del
misculo esquelético y en menor canfidad en oiros tefidos.

Aungue un nivel elevado de AST on svero no es especifico de
enfermedad hepética se emplea principalmente para su diagnastico ¥
seguimiento, junlo con oiras enzimas como ka ALT y ALP. También
g ufiliza en el control post-infarto, en pacientes con descrdenes del
miisculo asquakbtice, y en otras afecciones™*,

El diagnostico clinico debe realizarse tenlendo en cuenta todes los
datos clinicos y de laboratorio,

- unidhades por lire-(LVL). s

. Mezclar, incubar 1 minuto,

. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner en marcha el
cronometro y beer la absorbancla cada minuto durante 3 minutos.

6, Calcular el promedio del incremanto de absorbancia por minuto

{Ad/mim).

CALCULOS
ANmin x 1750 = UL do AST

(L

Unbdades: La uidad internacienal (Ul) o5 ka cantidad de enzima que conviorte 1 jsmol
dn subsirato por minuto, &n condicionas estindar, La concentracibn so exprasa an
Factores de conversién de temperaturas

Los resultados pueden transformarse & oiras lemperaturas multiphicando pon

Temparatura Faclor para conyaric
do madicién 25°C 30°C 37°C
25°C 1,00 1.37 208
anc 073 1.00 1,54
rc 048 0,65 1,00
CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junts con 138 musstras Susfos control valorados:
SPINTROL H Normal y Patologico (Fef. 1002120 y 1002210).

Si los valores halados se encuentran fuera del rango de tolorancia, se debe
revisar @l instrumanto, los reactives v la tdcnica.

Cada laboratoris debo disponer su propo Control de Calidad y establecer
corfecciones en el caso de que los controles no cumplan con las lolerancias.

VALORES DE REFERENCIA
25°C 3rc
Hombres Hasts 19 UL 26 L 3BUL
Mujares Hasta 16UL 22 UL UL

Estas valores son orientatives, Es recomendable que cada laboratorio

"1 sTRISpH 78 50 mmollL blozca sis propica Vakires da rafecsndla.
Tampén | L-Asparato 200 mmoll |  CARACTERISTICAS DEL METODO

NADH 0,18 mmoiiL Rango de medida: Desde el Mmile de defeccién 544 LWL hasta el fimile de

g3 | Tactato deshidre GBI - Bop UL | feaddad 268 UL s T =
e el s i B00 UL | Si'a concentracion de fa mucsira es superior i mile do Boeaiidad. dius 1/10
e iz L con CiNa 8 gl y multiplicar el resultado fing! por 10.

a-Cetoglutarato mmol/ ok
PREPARACION Intzasarie (n= 20) | | Interserie (n= 70)
Reactivo de trabajo (RT): Media (UL) | 174 128 | | 174 128

{ E.

Ral: 1001160 Disolver { — ) una tablata de R2 Substrato en un vial de R1, SD 0,68 135 | [ o712 1,2
Raf: 1001161 Disolver ( — ) una tableta de R2 Substralo én 15 ml de R1. CV (%) 381 | 105 | [ 4.20 | 0%

Ref: 1001162 Disolver { —+ ) una tableta de R2 Substralo en 50 mL de R1.
Tapar y mezclar suavementa hasta disoiver su contenido,
Estabilidad: 21 dias a 2-8°C o 72 horas a temperatura ambienta.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD
Todos los componentes dal kit son estables, hasta la fecha de caducidad
indicada an la etiqueta, cuando se mantienen los frascos bien cerrados a
2-8°C, protegidos de ka Iz y s6 6vila su contaminacidn.
Mo usar las tabletas si aparecen fragmentadas.
Mo usar reactivos fuera de la fecha indicada.
Indicadores de deterioro de los reactives:
- Presencia de particulas y turbldez.
Absorbancias del Blanco a 340 < 1,00,

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémeire o analizador para leciuras a 340 nm,
Baho lermesiatable a 25°C. 3°C & 37°C (2 0.1°%C)
Cubatas de 1,0 em do paso de luz.

- Equipamisnto habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero o plasma’, Estabilidad de la muestra: 7 dias a 2-8°C,

PROCEDIMIENTO

1. Condiciones del ensayo:
Longliud deonda: ... ......ocaers shesaaaaan 340 nm
T 7 T R S .. 1 em paso de luz
Temparatura constante . .. ........... 25°C 1 30°C 1 3T°C

2. Ajustar el espectrofoldmetro a cero frente a agua destilada o aire.
3. Pipatear en una cubeta:
RT (mL) [
Muagstra (ul) |

0 |
00|

Sensibilidad anaiitica: 1 WL = 0,0017 Adimin.

Exactitud: Los reactives SPINREACT (y) no muestran diforencias sistematicas
significativas cuando se comparan con olros reactives comercialas {x).

Lo% resultados abtenidos con 50 muestras fuaron log siquientes:

Coeficlonio de regresion (r): 0,98

Ecuacion de |a recta de regresién; y= 0,98:x + 1,33,

Las caracteristicas del método pueden variar segln el analzador ylizado.

INTERFERENCIAS

Los anficoagulanies de uso cofrienie como |a hoparina, EDTA oxalato o
fuoruro no  afectan los resultados. La hemdlisis interfiers con la
determinacion’.

Se han descrito varias drogas y ofras substancias que interfieren en fa
determinacion de la AST*,

NOTAS
SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para la aplicacién de
este reactive en distintos analizadores.
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PRESENTACION

‘Ref: 1001180 20x 2mlL

Rat: 10011681 10x15ml

Ref: 1001162 10 x S0 mL
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ALBUMINA BOVINA (BSA) POR EL
METODO DE LOWRY

ANEXO 7

Para determinar la concentracion de proteina en la muestra se construye una curva de
patron o de calibrado a partir de una solucion patréon (BSA) (2 mg/ml). La concentracion
en las muestras se determina por interpolacion de los valores de absorbancia en la curva
patrén. El tubo O solo tiene agua destilada y los reactivos, sirve de blanco para el ajuste
del colorimetro a cero absorbancia.

Pasos a seguir:

a) Numerar del cero al 6 los tubos de 10ml.
b) Pipetera las cantidades de agua, solucién patrén, albumina y solucion sefaladas
en la tabla.
c) Preparar reactivo C, a partir de la solucién A (carbonato de sodio 2%, hidréxido de
sodio 0.4%, y tartrato de sodio y potasio 0.16%) y solucion B (sulfato de cobre

4%).

d) Pipetear a todos los tubos del reactivo C. Mezclar el contenido de cada tubo vy
dejarlo reposar por 10 min.
e) A continuacion afiadir a todos los tubos el reactivo folin (diluido 1/4) mezclado bien
por agitacion. Incubar 20 min.

Patrén

Tubo Agua Muestra Reactivo C | Folin diluido
(2 mg/ml)
0 1.0 ml 0.5 ml 0.5 mi
1 0.9 ml 0.1ml | —emmmemmemeeee 0.5 ml 0.5 ml
2 0.8 mi 02ml | e 0.5 ml 0.5 ml
3 0.7 ml 0.3ml | -~ 0.5 ml 0.5 ml
4 0.6 mi 04ml | - 0.5 ml 0.5 ml
5 0.7ml | —mmmemmemeeeeee 0.3 ml 0.5 ml 0.5 ml
6 05ml | - 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

f) Se ajusta el colorimetro a cero, y se leer la absorbancia en el colorimetro a 850nm.
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