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GLOSARIO

Antioxidante. Son compuestos que se encargan de neutralizar o reducir la
accion oxidante de los radicales libres, sin perder su propia estabilidad
electroquimica. Esta biomolécula depende de la especie reactiva sobre la que
actla, donde y como se genera ésta, asi como el dafio que produce. Puede actuar
en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas de un mecanismo

de accioén (1).

Capacidad Antioxidante. Mecanismo de defensa que neutraliza las
especies reactivas de oxigeno y se les llama antioxidantes, se le considera como
tal a cualquier sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad
mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre, y estan

constituidas por enzimas o eliminadores de radical libre (2).

Estado de Oxidacién. Desbalance en la produccidén de especies reactivas
de oxigeno y la defensa antioxidante que provoca dafio organico en una variedad
de cambios fisioldgicos y bioquimicos, los cuales ocasionan el deterioro y muerte

celular (3).

Sustancias reactivas al acido Tiobarbiturico (TBARS). Un compuesto
medible es el malondialdehido (MDA), el cual es producto del desdoblamiento de
la peroxidacion lipidica, formandose asi un color susceptible de ser medido

directamente (4).



Inversa de la capacidad antioxidante (TBAR-VP). Grado de interferencia
del suero en la velocidad de produccion de las sustancias reactivas al acido

Tiobarbitarico, que refleja las sustancias que reaccionan y su capacidad oxidante

5).

Superoxidodismutasa (SOD). Metaloenzima especializada en captar el
radical anion superoxido mediante una disminucion y asi convertirlo en peréxido
de hidrogeno y oxigeno molecular, con una eficiencia tan grande que se acerca al

limite tedrico de la difusion (6).

Glutationperoxoxidasa (GPX). Enzima que contiene selenio en eritrocitos
y otros tejidos, neutraliza o cataliza la destruccién el perotico de hidrogeno y lo
convierte en agua. Protegiendo asi los lipidos de la membrana y a la hemoglobina

contra la oxidacion por los peréxidos (7).

Atmdsfera. Presion a nivel de mar por una columna de aire de 10.3 km de
alto por una pulgada cuadrada, una columna de agua marina de 33 pies de

profundidad, o 14.7 Ibs. Por pulgada cuadrada (8).

Camara Hiperbarica. Recipiente hermético metalico o combinado con
acrilico, en el cual se puede obtener presibn mayor a la atmosférica y que se

utiliza para administrar oxigeno a grandes presiones (9).
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RESUMEN

Introduccion. Se investigo la respuesta oxidante/antioxidante en tejido hepatico
de ratones Balb C, tanto en estado basal como a diferente tiempo después de
administrar una sesién de Oxigenacién Hiperbarica (OHB); asi como la misma
respuesta a la natacion exhaustiva; y la influencia sobre el rendimiento. Materiales
y métodos: 42 ratones machos de 4 semanas de edad. Se dividieron en 7 grupos
de 6 ratones. Todos se adaptaron a la natacion durante 2 semanas llegando a 60
min de natacion continua. Se formaron 3 grupos basales (0, 30, 120 minutos) para
evaluar el efecto de la sesion de OHB sobre los niveles basales del estado
oxidante/antioxidante y 4 grupos para valorar la respuesta a natacion exhaustiva
(0, 30, 60 y 120 minutos después de la sesion OHB). Se extrajo el higado y
después se homogeniz6 este tejido. Al homogenizado se le midio la concentracion
de TBARS, capacidad antioxidante total (TAS, RANDOX), y actividades de tres
enzimas antioxidantes GPx, SOD y CAT (U/mg proteina total) con procedimiento
RANDOX vy Caymanchemistry. Resultados: se observd un decremento
significativo de la actividad de Glutation Peroxidasa (GPx), 30 minutos después de
la sesion de OHB. En respuesta a la natacion exhaustiva se observé mayor estrés
oxidante y menor nivel de TAS, 30 minutos después de la sesion de OHB. Se
presento un aumento en el rendimiento después de 30 minutos después de la
sesion de OHB, disminuyendo significativamente en ratones sometidos a natacién
60 y 120 minutos después de la sesion de OHB. Conclusiones: La condicién
descrita previamente demuestra cierta estabilidad de la actividad de enzimas en el

mismo tiempo. Ademas se observo la maxima respuesta del estado oxidante, en
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los 30 minutos posterior a la sesiéon de OHB, tanto de los niveles basales como
post-ejercicio . Es viable la investigacion de los efectos de una sesion OHB sobre
la respuesta metabdlica y de otra indole en modelo de ratones Balb C en un

periodo de 30 minutos después de oxigenacion hiperbarica.
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SUMMARY

Introduction. We investigated the response oxidant / antioxidant in liver tissue
of Balb C, both at baseline and at different times after administration of a
session of hyperbaric oxygenation (HBO) as well as the same response to
swimming depth, and the influence on the performance. Materials and
methods: 42 male mice of 4 weeks of age. They were divided into 7 groups of
6 mice. All adapted to swimming for 2 weeks reaching 60 min of continuous
swimming. 3 groups were formed basal (0, 30, 120 minutes) to assess the
effect of HBO session on the basal levels of the state oxidant / antioxidant and
4 groups to assess the response to swimming depth (0, 30, 60 and 120 minutes
after the session HBO). Liver was removed and then homogenized this tissue.
Homogenate was measured at the concentration of TBARS, total antioxidant
capacity (TAS, RANDOX) and activities of three antioxidant enzymes GPX,
SOD and CAT (U / mg total protein) with RANDOX and Caymanchemistry
procedure. Results: We observed a significant decrease in the activity of
glutathione peroxidase (GPx), 30 minutes after the session of HBO. In
response to swimming depth showed higher oxidative stress and lower levels of
TAS, 30 minutes after the session of HBO. Was an increase in performance
after 30 minutes after the session of HBO, and decreased significantly in mice
subjected to swimming 60 to 120 minutes after the session of HBO.
Conclusions: The condition described above shows some stability of the
enzyme activity at the same time. Furthermore the maximum response was

observed oxidative state, within 30 minutes after the session of HBO, both at
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baseline and post-exercise. It is feasible to investigate the effects of HBO
session on the metabolic response and other functions in Balb C mouse model

over a period of 30 minutes after hyperbaric oxygenation.

13



INTRODUCCION.

El tratamiento con Oxigeno Hiperbarico (OHB) se sabe que causa estrés oxidativo
en diversos oOrganos y tejidos, debido a la alta tasa de flujo sanguineo y el
consumo de oxigeno, por lo que se presenta en tejidos como cerebro e higado,
produciendo dafio en la membrana tisular, asi como alteracion en la

permeabilidad, dando como resultado la muerte celular (10).

Se llevo a cabo un estudio realizado para esclarecer el estado oxidativo, causado
por la relacion de la OHB y el tiempo de exposicion; se determinaron las
sustancias reactivas al acido tiobarbituricoacido (TBARS), superdxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px), y nitrito-nitrato (NOX). Los niveles de
TBARS y SOD se encontraron altos en un tiempo determinado, en niveles de
NOX se encontraron so6lo un aumento leve, concluyendo que el dafio tisular es
directamente proporcional al tiempo de exposicién de oxigeno hiperbérico. Dicho
dafo podria influir sobre el rendimiento fisico (11). El propdsito de este estudio es
determinar si existe una alteracion sobre el rendimiento fisico causado por la

Oxigenacion Hiperbarica sometidos a 3 ATA.

El estudio se realizo en la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico

Nacional, con duracién de 2 meses (mayo 2010 a junio 2010).

14



ANTECEDENTES.
Marco Teorico-Referencial.

Radicales libres (ROS) son originados, a partir de factores exdgenos
(exposicion a la radiacién, los contaminantes del aire, intoxicacion por oxigeno,

humo, el alcohol) y por factores endégenos (metabolismo de oxigeno).

El oxigeno durante su metabolismo, recibe dos electrones, durante el cual
prefiere recibir un electrén, convirtiéndolo en un ion superéxido (02 - -).
Secundario a este proceso, un 2-5% del consumo de oxigeno (VO2 °) se

convierte en O2 « - y se vuelve altamente reactivo (12).
02 +e ® 02"

La reaccion de Fenton es una sal de hierro que depende de la
descomposicion del perdxido de di hidrégeno, generando un radical hidroxilo
altamente reactivo. Se produce en presencia de iones ferrosos (Fe2 +) y O2 » -.
El Hierro esta presente principalmente en los tejidos en un estado de iones

férrico (Fe3 +). La reaccion se llama reaccién de Haber-Weiss (12).
a) O, +H" -0, H

b) O,"H+ 0, " +H"— H,0;, + O,

c) Fe*+0," - Fe*" + 0,

d) Fe? +H,0, > Fe* + OH + OH

15



Peréxido de hidrogeno

En la siguiente férmula se resume la primera y la segunda fase de la reaccion
de Fenton. Esta reaccién de perdxido de hidrogeno (H,O,) se forma en un

medio &cido y es catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD) (13).

0, "+2H" — H,0,+0,

El peréxido de Hidrogeno no es un ROS, ya que no tiene electron
desapareado, pero se considera un ROS debido a su toxicidad y su capacidad
para causar dafio tisular. En los leucocitos, la mieloperoxidasa (MPO)
transforma el Peréxido de Hidrogeno en acido hipoclorito (HOCI), uno de los

oxidantes fisiol6gicos y un potente agente antimicrobiano (13).

RADICAL HIDROXILO

Radical hidroxilo (OH ) es el producto final de la reaccion de Fenton. *OH es
muy reactivo y muy téxico es un ROS y no existe un antioxidante contra este
compuesto. Este radical libre causa la peroxidacion lipidica y oxidacién de
proteinas, se considera que durante el metabolismo del oxigeno, que ocurre en
las mitocondrias, se asocia con la generacion de ROS. La formacién de
trifosfato de adenosina (ATP) sustrato de la oxidacion de Glucosa; se da por la
fosforilacién oxidativa en el Ciclo de Krebs y en la cadena de transporte de
electrones, teniendo al oxigeno como el aceptor de electrones. En la cadena
respiratoria, 95-99% de oxigeno consumido se reduce en agua (H,O) por una

reduccion tetravalente, catalizada por la coenzima Q (COQ) (13).

16



02+4e'+4H+ — 2H20

La cantidad de produccion de ROS varia, de acuerdo a las necesidades de
ATP, VO,, temperatura central y otros parametros que se modifican con el
ejercicio fisico. Durante estos procesos metabdlicos, la reduccion de la
coenzima Q10 (CoQH;) contribuye a la formacion de ROS. La CoQ puede
transformarse en un generador de ROS, cuando el superdxido ubisemiquinone
anion, derivados de la oxidacion de un electron ubiquinol, se convierte en

aceptor de protones (14).

CoQH, + 0, COQH" +02"

CoQH + 0, CoQ+H"+0,"

Un antioxidante se puede definir como una sustancia que ayuda a reducir la
gravedad del estrés oxidativo, ya sea por la formacion de un radical menos
activo para dafiar o amortigua la reaccion en cadena sobre sustratos tales
como las proteinas, lipidos, hidratos de carbono o DNA. Incluyen enzimas
antioxidantes (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX). Los
antioxidantes no enzimaticos son una variedad como la vitamina A (retinol),
vitamina C (4cido ascérbico), vitamina E (tocoferol), flavonoides, tioles
(incluyendo glutation [GSH], ubidecarenone (ubiquinona Q10), acido urico,
bilirrubina, ferritina) y micronutrientes (hierro, cobre, zinc, selenio, manganeso),

gue actiuan como cofactores enzimaticos (14).

SUPEROXIDO DISMUTASA



Superdxido dismutasa (SOD) es la principal defensa a los radicales superdxido
y es la primera linea de defensa contra el estrés oxidativo. SOD representa un
grupo de enzimas que catalizan la dismutacién de O2 « - y la formacion de

H202 (13).

20, "+2H" — H,0,+0,

CATALASA

Catalasa (CAT) esta presente en cada célula y, en particular, en peroxisomas,
las estructuras celulares que usan oxigeno para desintoxicar sustancias toxicas
y producir agua y oxigeno lo realizan a través de la CAT que actia sobre el

H202 (13).

O,2H — 2H,O0+ 0>

GLUTATION PEROXIDASA

La Glutation Peroxidasa (GPX) se encuentra en el citosol y en la mitocondria
de la mayoria de las células tiene la capacidad de transformar el H,O, en agua.
Esta reaccion utiliza GPX y la transforma en glutation oxidado (GSSG). CAT y
GPX tienen la misma accion sobre H,0,, la GPX es mas eficiente con una alta
concentracion de ROS y el CAT cuenta con una importante accion con menor

concentracion de H202 (3).

H202 + 2 GSH GSSG + 2 H20

18



Esta funcion es especialmente importante durante el ejercicio, que se asocia
con la produccién de radicales libres, en relacién con la intensidad, duracion y

estado de formacion.

El estrés oxidativo puede estimarse de acuerdo a la medicion de (15).

|. Radicales libres (15).

Il. La concentracion enzimatica antioxidante (15).

MARCADORES INDIRECTOS DE ESTRES OXIDATIVO

Creatina cinasa (CK) y mioglobina son marcadores de dafio en las células
musculares. Estos parametros también pueden ser considerados marcadores
indirectos de estrés oxidativo debido al dafio que induce la peroxidacion lipidica
sobre las membranas celulares. Por lo tanto, son mas permeables y permiten
la liberacién de estas sustancias intracelulares. Sin embargo, CK y mioglobina
no son marcadores especificos de estrés oxidativo, sobre todo en deportistas
gue tienen un alto nivel plasméatico de CK y mioglobina, por las caracteristicas
de los deportes (choques, contactos), que inducen dafio en las células.
Ademas, los atletas tienen mayor formacion valores basales de CK vy

mioglobina (16).

La actividad (antioxidante) enzimatica (SOD, CAT y GPX), se cuantifica en una
gran mayoria de estudios. Este método puede evaluar la calidad de la
proteccion antioxidante en reposo, sino que también puede mostrar la

importancia del estrés oxidativo, sobre todo después de la actividad fisica.
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Después del ejercicio, su evolucion representa una adaptacion a la produccion
de radicales libres. La actividad de la enzima antioxidante puede ser

modificada de otro modo:

- Aumento en la primera (adaptacion)

Reducirse si el estrés oxidativo es importante o largo (utilizacion).

El ejercicio aerdbico se acompafia de un aumento de VO,, lo que puede
aumentar la actividad y produccion de los radicales libres (16). Sin embargo,
este fendmeno no puede ocurrir con el ejercicio de baja intensidad (<50% del
consumo maximo de oxigeno [VO.max]). Ademas, cuando el ejercicio es de
mayor intensidad, mayor es el estrés oxidativo y la produccion de radicales

libres.

El efecto del ejercicio anaerdbico intermitente reduce el crecimiento tisular y asi
mismo la resistencia anaerdbica, pero logra aumentar la capacidad

antioxidante de los tejido (17).

20



Antecedentes Especificos.

La actividad fisica intensa puede provocar enfermedades, lesiones y
fatiga crénica, que puede conducir al sindrome de sobre entrenamiento,
debido a la toxicidad producida por los radicales libres que son producidos
durante el ejercicio, que participan en la fatiga muscular y el envejecimiento

(16).

Los antioxidantes son componentes que suprimen a los radicales libres
y sus efectos nocivos, si la produccién de radicales libres es mayor que la
actividad antioxidante, las células estaran en un estado de estrés oxidativo lo
gue generara dafios, como alteracion en la permeabilidad de la membrana,

alteracion del ciclo celular, entre otros efectos (14).

La actividad fisica aumenta la produccién de radicales libres, se ha
demostrado que el estrés oxidativo puede aumentar en periodos de
entrenamiento intenso, por lo que puede ser uno de los factores que propicie el

sindrome de sobre entrenamiento (16).

En 1982, Davies et al. Fueron los primeros en mostrar que el ejercicio
aumenta la produccion de radicales libres (11). Desde entonces, se han
desarrollado investigaciones sobre los efectos del ejercicio y el estrés
oxidativo. La mayoria de ellos se llevaron a cabo con métodos que incluian
ejercicio aerdbico; como correr, ciclismo y natacion. El ejercicio aerbbico se
acompafa de un aumento de VO, que a su vez, puede aumentar la produccion

de radicales libres. Por lo tanto, muchos estudios sugirieron que la actividad

21



fisica aumenta la produccion de radicales libres tanto en animales como en
seres humanos. Sin embargo, este fendmeno no puede ocurrir con el ejercicio
de baja intensidad (<50 % del consumo maximo de oxigeno [Vo, Max]). En tal
caso, la capacidad antioxidante es suficiente para evitar dafios por radicales
libres. Cuanto mas intenso es el ejercicio, la produccion de radicales libres y el

estrés oxidativo aumentan (18).

Es consecuencia de una correlacion directamente proporcional entre VO, vy el

estrés oxidativo.

El tratamiento con Oxigeno Hiperbarico (OHB) se sabe que causa estrés
oxidativo en diversos 6érganos y tejidos, debido a la alta tasa de flujo sanguineo
y el consumo de oxigeno, por lo que se presenta en tejidos como cerebro e
higado, produciendo dafio en la membrana tisular, produciendo alteracion en la
permeabilidad, quedando como resultado la muerte celular (19) En un estudio
realizado para esclarecer el estado oxidativo, causado por la relacion de la
OHB vy el tiempo de exposicion en tejido cerebral de ratones, debido a que el
tejido cerebral es uno de los méas susceptibles a dafio secundario a los
cambios en la concentracién de Oxigeno; se determinaron niveles de material
Tiobarbitaricoacido (TBARS), superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSH-Px), y nitrito-nitrato (NOX). Los niveles de TBARS y SOD se
encontraron altos en un tiempo determinado, los niveles de NOX se
encontraron so6lo un aumento leve, concluyendo que el dafio tisular es

directamente al tiempo de exposicion (20).
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La induccion de lesion hepatica, producida por un desequilibrio en el
sistema oxidante/antioxidante, se relaciona con la generacion de radicales
libres de oxigeno. El tratamiento con oxigenacion hiperbéarico esta indicado
para el tratamiento de muchos eventos isquémicos, la oxigenacién Hiperbarica
disminuye la tasa de filtracion glomerular después de la isquemia renal y
mejora la vaso relajacion dependiente del endotelio, mejora el equilibrio
antioxidante- oxidante con la actividad enzimatica de la superéxido dismutasa

(21).

Los mecanismos del efecto positivo de la OHB sobre la capacidad aerdbica
maxima y el rendimiento de los atletas no es claro, al igual el efecto positivo de
la hipoxemia normobarica, a pesar que esta siendo investigada desde los afios

60s (21).

El propdsito de este estudio es determinar si existe una alteraciéon sobre el
rendimiento fisico y el sistema oxidante/antioxidante causado por la

Oxigenacion Hiperbarica sometidos a 3 ATA.

El estudio se realizo en la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico

Nacional, con duracion de 2 meses (mayo 2010 a junio 2010).
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JUSTIFICACION.

Debido a que existe poca bibliografia que expligue los efectos del oxigeno
hiperbarico en el rendimiento fisico y el estado oxidante/antioxidante; y que en
algunos estudios son contradictorios los resultados en humanos y en modelos
animales. Los ratones como modelo animal son poco usados en estudios de
medicina y biologia Hiperbarica, por tal motivo en este estudio pretendemos
demostrar la respuesta antioxidante de tejido hepatico al ejercicio y a la aplicacion
de OHB ya que el tiempo posterior después de la sesion de OHB es importante
porque los efectos metabdlicos de una sesiéon de HBO disminuyen rapido dentro

de las primera 3-6 horas después de la sesion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Influye sobre el rendimiento fisico la OHB en ratones durante natacion
exhaustiva?, y ¢Cual es el efecto de la OHB sobre el sistema oxidante -

antioxidante en higado de ratones sometidos a natacién?

HIPOTESIS

El estado oxidante-antioxidante en tejido hepatico y su respuesta en ratones
Balb C sometidos a natacion puede ser modificado con la oxigenacion
Hiperbarica en ratones sometidos a una sesion de hiperoxigenacion a 3 ATA,
es posible que esto cause una disminucion del rendimiento, durante la natacion

exhaustiva.
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OBJETIVOS.

General.

Determinar el efecto oxidante-antioxidante en tejido hepatico de ratones
adaptados a la natacion, sometidos a una sesion de oxigeno hiperbarico a 3

ATA y su impacto en el rendimiento fisico.

Objetivos Especificos

Objetivo metodoldgico: evaluar efecto del tiempo después de sesion HBO
sobre el rendimiento fisico y oxidante/antioxidante en tejido hepatico de los
ratones.

Medir la respuesta de los parametros del estado oxidante/antioxidante después
de una sesién de OHB y después de natacion exhaustiva en higado de los
ratones Balb C.

Analizar posible relacion entre rendimiento fisico durante natacion exhaustiva

con respuesta oxidante/antioxidante.
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MATERIAL Y METODOS

Material

Se utilizaron Ratones Balb C de cuatro semanas de nacidos, destetados de
20-24 gr. de peso los cuales se mantuvieron en una habitacion de 4 x 3 m, con
dos accesos, ventilados y con luz artificial bajo el resguardo del Bioterio de la

Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional.

Se formaron aleatoriamente 7 grupos, con 6 ratones cada uno. A partir del
destete fueron colocados en pareja en jaulas de policarbonato de 30 x 20 x 20,
bajo condiciones controladas de temperatura (18-24°C) y con ciclos de luz-
oscuridad de 12 hrs x 12 hrs. Todos los ratones se adaptaron a la flotacion libre
en agua de 32-34°C durante 2 semanas: con sesiones de natacion, se
realizaba 1 sesion diaria, la duracién primeramente por 5 min, donde después
de cada 2 dias aumentaba 10, 15, 25 y 30 min, hasta el final de las 2 semanas.
La adaptacion se realizé para disminuir el estrés que ocasionaba el ambiente
de las albercas a los ratones, durante la adaptacion los ratones eran retirados
del agua y secados, inmediatamente después eran regresados a sus jaulas en

un cuarto con temperatura controlada a 25°C.

Criterios de inclusion:

Ratén macho Balb ¢

3 semanas de edad
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= Peso 250 gr.
= Alimentacion “ad libitum”

= Que se encuentre sano al momento del estudio.

Criterios de no inclusion:

= Raton que no se encuentra sano al momento del estudio.
= Raton no adaptado a la nataciéon

= Muerte en cualquier etapa del estudio.

CONFORMACION DE LOS GRUPOS

PLANEACION DE EXPERIMENTOS CON CAMARA HIPERBARICA

Cuatro grupos de control:

* (Grupo 1) Control basal sin sesion OHB.

* (Grupo 2) Con sesion unica de OHB y recoleccion de muestras a los 30

minutos después de la sesion de OHB.

* (Grupo 3) Con sesién Unica de OHB y recoleccion de muestras a los 120

minutos después de la sesién de OHB.

* (Grupo 4) Sin sesion OHB sometida a natacion exhaustiva y recoleccion

de muestras.

Tres grupos experimentales:
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* (Grupo 5) Sometidos a natacion exhaustiva, 30 minutos después de una

de sesién OHB.

* (Grupo 6) Sometidos a natacion exhaustiva 60 minutos después de una

de sesion OHB.

* (Grupo 7) Sometidos a natacion exhaustiva 120 minutos después de una

de sesién OHB.

NOTA. Criterio de agotamiento: ratdn que permanezca mas de 5 segundos

debajo de la superficie de agua.

No se elaboro el grupo con sesion unica de OHB y recoleccién de muestras a los

60 minutos después de la sesién de OHB, debido a falta de recursos materiales.

Elaboracién de los Procedimientos.

El proceso de natacién se realizd en 2 recipientes de acrilico con dimensiones de
200 cm x 150 cm x 30 cm, cada una dividida en 10 partes simétricas con agua a

32 — 34 °C monitorizada con termdémetro de columna de mercurio.

Se utiliz6 una camara Hiperbarica experimental presurizada a 3 ATM con oxigeno
medicinal, en un tiempo de 10 minutos para lograr las atmosferas deseadas,
manteniéndose por 60 minutos bajo presion constante y posteriormente

despresurizando en un lapso de 15 minutos
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Después de haber realizado esta parte de la investigacion se continio con el
manejo de tejido hepatico. Después de sacrificar al raton se tomo la muestra de

higado de cada uno de los ratones, colocando esto in mini tubos de ensayo

Dichas muestras fueron previamente enumeradas, y colocada en refrigerador

entre 2°y 4° C.

Se procedio en el laboratorio a procesar las muestras de tejido hepético de cada
uno de los ratones. Se prepararon homogenizados del tejido hepatico en 50mmol/l
de PBS con 0.1% de Triton. Los homogenizados fueron centrifugados a 4°C

(2500r/min 20min) y congelados en -70°C hasta procesamiento.

Para la obtencion de TBARS, se utilizé el método espectrofotométrico descrito por
Schemedes et al, basado en la reaccion del acido Tiobarbitarico (TBA) con el
grupo aldehido del compuesto malonaldehido, formando un aducto (TBA-MDA)
cromoéforo rosado con un maximo de absorcion a 532 nm. EI método para
cuantificar la Capacidad antioxidante total (TAS): Se midié por el procedimiento
RANDOX, con dilucién del homogenizado en 40 veces y uso de estandar externo.
Para la Glutation peroxidasa (GPx) y Superoxido Dismutasa (SOD): se midié con
procedimiento RANDOX con diluciéon de homogenizado en 10 veces en caso de
SOD. En caso de GPx en célculo se uso factor precalculado y en caso de SOD se

uso curva de calibracion recibida con diluciones diferentes del estandar (4U/ml).
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PLAN DE TABULACION Y ANALISIS ESTADISTICO.

Andlisis estadistico: Los promedios de las variables TBARS, TAS, GPx, SOD y
CAT; se compararon entre los grupos estudiados, utilizando analisis de varianza
(ANOVA). Cuando se observaron diferencias significativas con p<0,05 se
determinara él o los promedios distintos por prueba de comparaciones multiples

Student-Newman-Keuls.
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RESULTADOS

Datos basales.

En (Fig.1) se observa que una sesion OHB no afect6 la concentracion de TBARS
en tejido hepatico. Pero TAS disminuy6é en 30 minutos después de la sesion de
OHB, regresando al nivel basal en 120 minutos posteriores a la sesion de OHB
(Fig.2). Al respecto de las tres principales enzimas antioxidantes, se observo
disminucién importante de la actividad de GPx (Fig.3) después de 30 minutos
posteriores a la sesion OHB y niveles basales después de 120 minutos posteriores
a la sesién de OHB. Se observo aumento de la actividad de SOD después de 30
minutos posteriores a la sesién de OHB, pero estadisticamente no es significativa
(Fig.4). También se observo una disminucién de la actividad de CAT después de

30 minutos posteriores a la sesion de OHB (Fig.5).
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Fig.1. El efecto de una sesion OHB sobre la concentracién basal de TBARS en higado de los

ratones
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Fig. 2. El efecto de una sesién OHB sobre la concentracion basal de TAS en higado de ratones.
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Fig.3. El efecto de una sesién OHB sobre la actividad de GPx en higado de ratones
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Fig. 4. El efecto de una sesién OHB sobre la actividad basal de SOD en higado de ratones
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Fig.5. El efecto de una sesion OHB sobre la actividad basal de CAT en higado de ratones
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RESPUESTA POST-EJERCICIO

La respuesta a la nataciébn exhaustiva que se presentd, fue aumento de la
concentracion de TBARS después de 30 minutos posteriores a la sesién OHB y
niveles basales después de 60 minutos posteriores a la sesion de OHB (Fig.6).
Esto coincide con la disminucion drastica del nivel de TAS después de 30 minutos
posteriores a la sesibn OHB y haber presentado niveles basales después de 120
minutos posteriores a la sesiéon de OHB (Fig.7). Se observaron cambios de los
niveles post-ejercicio de la actividad de tres enzimas antioxidantes (Fig. 8-10)
descubrimos cambios no significativos estadisticamente con tendencia en el

incremento de SOD y GPx y decremento en CAT.

Post-ejercicio, higado

%k
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25
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10 A

TBARS nmol/mg prot.

C 30° 60’ 120°

minutos después de sesion OHB

Fig.6. Respuesta de la concentracién de TBARS en higado de los ratones al ejercicio exhaustivo.

** . p<0.01comparando con nivel inicial.
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Post-ejercicio, higado
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Fig.7. Respuesta de la concentracion de TAS en higado de los ratones al ejercicio exhaustivo.

* - p<0.01comparando con nivel inicial.
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Fig.8. Respuesta de la cactividad de GPx en el higado de ratones al ejercicio exhaustivo.
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Post-ejercicio, higado
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Fig.9. Respuesta de la cactividad de SOD en el higado de ratones al ejercicio exhaustivo.
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Fig.10. Respuesta de la cactividad de CAT en el higado de ratones al ejercicio exhaustivo.

- p<0.01lcomparando con nivel inicial.

37



RENDIMIENTO DE LOS RATONES DURANTE NATACION EXHAUSTIVA

También en ratones sometidos a natacion exhaustiva despues de 30 minutos
después de la sesion de OHB (Fig.11), se observé un aumento significativo en el
rendimiento; ya que disminuyé significativamente en ratones sometidos a natacion
60 y 120 minutos después de sesion de OHB comparando con nivel basal.
Entonces el rendimiento de ratones en natacion exhaustiva depende claramente

del tiempo detranscurrido después de la sesion de OHB.

Es importante citar que el aumento del rendimiento sucede al mismo momento,
cuando es mayor el estrés oxidante y disminuye en exceso la capacidad

antioxidante total.
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Fig.11. El rendimiento (tiempo de natacion) de los ratones sometidos a nadar en diferente tiempo

después de OHB sesion. * - p<0.05; ** - p<0.01
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DISCUSION

Como podemos ver en la (Fig.1) los niveles basales de estrés oxidante no
se modificaron por una sesion de OHB, pero la actividad de SOD aumento;
mientras que GPX y CAT disminuyeron 30 minutos después de la sesion de OHB.
Es decir, afecto la actividad de enzimas antioxidantes por el aumento drastico del

oxidante (oxigeno) en todos los tejidos (15).

La disminucion de GPx fue drastica e importante para valorar la capacidad
antioxidante enzimatica. Pero esta disminucion no afectd el nivel de estrés
oxidante en el mismo tiempo después de la sesion de OHB. Podemos concluir que
30 minutos después de la sesidon de OHB, se observé una disminucion en la
capacidad antioxidante enzimatica acompafiado con aumento en la capacidad

antioxidante total (TAS) sin afectar el nivel de estrés oxidante (11).

Una sesion OHB no afecté el nivel de lipoperoxidacion, pero provoco
cambio en la actividad enzimatica (disminucién) en 30 minutos después de sesion

de OHB evidenciando que la respuesta antioxidante se mantiene estable (23).

En la respuesta a la natacion exhaustiva se observé un aumento
significativo de estrés oxidante en ratones sometidos a natacion 30 minutos Yy
sometidos a una sesion de OHB. Este efecto coincidio con la disminucion drastica
de la capacidad antioxidante total en el mismo periodo de la actividad de enzimas
antioxidantes. Esto significa que estamos observando una disminucién de la

capacidad antioxidante no enzimatica en higado (25).
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En los ratones sometidos a natacion 30 minutos después de la sesién de
OHB se observo una disminucién significativa (hasta 500 nmol/mg prot) de TAS
gue principalmente se determina por la disminucién de la capacidad antioxidante
no enzimatica. Por el moderado aumento en el estrés oxidante (0.5 nmol/mg prot.)
y el grado del decremento de TAS con niveles estables de enzimas, es mas
probable que estamos observando flujo de antioxidantes no enzimaticos del

higado a otros tejidos y princiaplmente al masculo (26).
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CONCLUSIONES.

» Se observod una respuesta maxima del estado antioxidante despues de 30
minutos de la sesién de OHB , tanto de los niveles basales como post-
ejercicio .

» El maximo rendimiento se observo en los 30 minutos posteriores a la sesion
de OHB.

» Se observo que al administrar una sesion de OHB, previo a la actividad

fisica, se provoca mayor estrés oxidativo.
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