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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1 CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

Paraddjicamente, aunque los organismos aerobios necesitan el oxigeno
atmosférico (Oz) para la oxidacion de los sustratos energéticos, al actuar éste como
un aceptor de electrones, el Oz es una amenaza constante!. Por ello, a menudo se
hace referencia al O2como el “gas de Jano”, pues éste muestra efectos beneficiosos

pero, también, efectos potencialmente dafiinos para los sistemas biologicos?.

El dafio potencial que supone el O2se debe a la formacién de radicales libres

(RL) derivados del metabolismo aerobio'.

Los RL son compuestos de vida media baja (Tabla 1) que contienen al
menos un electrén desapareado en su orbital mas externo, lo que les confiere una
elevada reactividad que es debida a la tendencia de los RL a captar un electrén de
otras moléculas (oxidacion) para estabilizarse®. Por ello, los RL son sustancias
potencialmente perjudiciales. Ademads, cuando reaccionan con otros radicales o

moléculas, un RL puede dar lugar a la formacion de otros RL*.

Tabla 1. Vida media de algunas especies reactivas de oxigeno y nitrégeno!.

RADICAL NOMBRE VIDA MEDIA
Oz Radical superoxido 105s

Os Ozono Estable

H:0O: Peréxido de hidrégeno Estable, reduccion enzimatica
OH* Radical hidroxilo 10°s

ROO* Radical peroxilo 7s

RO Radical alcoxilo 106s

102 Oxigeno singlete 106s

HCIO Acido hipocloroso Estable

NO- Radical éxido nitrico 5-6s

ONOO* Radical peroxonitrito 0,05-1s

NO:z* Radical dioxido de nitrico | 1-10's
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Algunas moléculas poseen formas de Oz que también presentan una alta
reactividad pero que no cumplen con la definiciéon de RL; al conjunto de estos
compuestos oxigenados, RL o no, se les denomina especies reactivas de oxigeno
(ERO). Las ERO incluyen compuestos que no son RL como ozono (Os), perdxido
de hidrogeno (H202), acido hipocloroso (HCIO) y oxigeno singlete ('Oz), y otros
compuestos que si tienen un electrén desapareado: O2*, hidroxilo (OH?*), peroxilo
(ROO?*), hidroperoxilo (ROOH®) y alcoxilo (RO®). Asimismo, existen otras
especies de Oz combinadas con nitréogeno (N2), derivados de reacciones con el
oxido nitrico (NO), denominadas especies reactivas de nitrégeno (ERN) y que
incluyen, entre otros, a los radicales éxido nitrico (NO*), peroxinitrito (ONOO*) y
dioxido de nitrogeno (NO:*)>. Las ERO mas comunmente generadas en sistemas
vivos son: Oz, H202, OH*, RO*, ROO?, 102 y Os°.

Por norma general se hace referencia a las ERO y ERN de forma
intercambiable y colectiva debido al solapamiento existente en su produccion,
funcién y descomposicion®.

Nuestro organismo esta constantemente bajo el ataque de las ERO/ERN
pero gracias a la accion de un complejo sistema de defensas antioxidantes
mantiene el equilibrio, u homeostasis, bajo condiciones fisioldgicas normales®. Sin

embargo, cuando este equilibrio se rompe surge el estrés oxidativo’.

El concepto de estrés oxidativo fue definido por primera vez, en 1985, por
Sies y Cadenas® como “el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de
los primeros, generando un dafio potencial”; es decir, el estrés oxidativo se
produce por un desequilibrio entre la producciéon de ERO/ERN y la defensa
antioxidante enddgena del individuo. Por tanto, el estrés oxidativo puede resultar
de la produccion incrementada de las ERO/ERN, de unos niveles disminuidos de

antioxidantes, o por ambas razones’.

Las ERO/ERN pueden ser generadas por fuentes exdgenas y enddgenas; las
fuentes exdgenas son radiaciones ionizantes (por ejemplo, rayos X), sustancias
quimicas oxidantes, luz solar ultravioleta (UV)'", ejercicio extenuante o vigoroso'!,
tabaco, exposicion a Os, hiperoxia, sustancias contaminantes en el aire” y diversos
medicamentos'?. En lo referente a las fuentes endogenas, pueden ser causa de ER
la exposicion cronica a una infeccion virical’, y la respiracion mitocondrial y

enzimas productoras de especies reactivas (ER)'®, entre otras.
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La medida directa de produccion de ERO/ERN es muy compleja debido a la
alta reactividad de estos y a su baja concentracion en estado estacionario. Aunque
la técnica de resonancia de espin electronico, también conocida como técnica de
resonancia paramagnética electronica, es un método directo fiable de deteccion de
ER que tienen un electrén desapareado, esta técnica requiere de un equipamiento
caro y es compleja de desarrollar, al igual que otras técnicas de medicion directa.
Por ello, la evaluacion de dafio oxidativo se suele llevar a cabo, habitualmente, a

través de métodos indirectos!4.

Por norma general, la cuantificaciéon de dafio oxidativo en humanos se lleva
a cabo mediante dos estrategias: evaluacion del potencial oxidativo ex vivo (por
ejemplo, susceptibilidad del plasma o lipidos a oxidarse), o evaluacién de la
concentracion de productos oxidativos en gas expirado, fluidos corporales?, tales

como orina, sangre y liquido nasal, y tejido muscular™.

Con frecuencia, las ERO/ERN reaccionan con moléculas bioldgicas
formando una molécula oxidada. Esta molécula danada se convierte entonces en
una especie de “huella dactilar” que puede ser empleada como marcador de

estrés o dafio oxidativo®s.

Pero, un marcador debe cumplir los siguientes criterios técnicos para ser

considerado un marcador ideal de dafio oxidativo en tejidos’®:

* El marcador debe detectar un porcentaje fijo del total del dafo

oxidativo desarrollado in vivo.

* El coeficiente de variacion entre ensayos debe ser pequeno,

preferentemente inferior al 10%.
* Lamedida del marcador debe emplear técnicas quimicas fiables.
* Elnivel del marcador in vivo no debe ser influenciado por la dieta.
= El marcador debe ser estable durante el almacenamiento de la
muestra (por ejemplo, pérdida del marcador o formacién de
artefactos durante su almacenamiento).
Desafortunadamente, aunque existen marcadores mas fiables que otros,
ninguno de los actuales cumple todos los criterios técnicos comentados. Por ello, a

la hora de emplear marcadores de dano oxidativo se recomienda tener en cuenta

las limitaciones de las medidas indirectas de dano oxidativo's (Tabla 2).
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Tabla 2. Pros y contras de marcadores de dafio oxidativo?.

ENSAYO PROS CONTRAS
Dle‘nos BaraFo Baja validez
conjugados Sencillo

Acido Barato O

. L . Problemas técnicos
tiobarbiturico Simple
Hidroperéxidos Alto error,

- Barato S .
lipidico sobreestimacion habitual
4-hidroxinonenal Fiable R.1esgo de artefacto., -

cierto modo complicado
Fiable

Isoprostanos F2 Caro, complejo (GC-MS)

Sensible (GC-MS)
Fiable, especifico

Carbonilos . Caro

(electroforesis)
Oxidacién de Barato Riesgo de artefacto
Tioles Sencillo
Aminoacidos Sensible Complejo, duradero, caro
oxidados Fiable (GC-MS) ’ ’
8-hidroxi-2’- Numerosos ensayos = Alto riesgo de artefacto,
desoxiguanosina disponibles semicuantitativo
Ensayo Cometa Valido (in vivo) Complejo, no se puede

usar biopsia muscular

Aunque la presencia de ER es potencialmente dafiina para el organismo
debido a su elevada reactividad, se sabe que su presencia no siempre es
perjudicial. En este sentido, los ERO/ERN tienen un papel esencial como
mensajeros secundarios de diversas vias de sefalizacion extracelular’” e
intracelular’®, jugando un papel importante en la regulacién de genes que
codifican factores de transcripcion, diferenciacion y desarrollo®. Asimismo, las
células inmunes tienen la capacidad de producir ER durante el proceso de
estallido respiratorio con el fin de eliminar patogenos!”. Ademas, las ERO/ERN
actian como estimuladores de la adhesion célula-célula y estan envueltas en la
regulacion de los vasos sanguineos, en la proliferacion de los fibroblastos y en la
expresion incrementada de las enzimas antioxidantes, siendo esto ultimo
observado cuando los individuos llevan a cabo ejercicio de forma habitual'4. Por
ultimo, son esenciales para diversos procesos fisioldgicos tales como el

envejecimiento y la apoptosis®.
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Cuando la capacidad endogena antioxidante se ve superada por la
producciéon de ERO/ERN se rompe la homeostasis y estas ER actian como
metabolitos secundarios indeseables, generando dafio oxidativo a moléculas tales
como proteinas, lipidos, acidos nucleicos y glicidos”", siendo la oxidacién de las
tres primeras los procesos quimicos mas habituales?. Este dafio oxidativo a
biomoléculas causa, entre otros, apoptosis o muerte celular® y estd relacionado
con la etiopatogenia de diversas patologias agudas y crdnicas tales como
aterosclerosis, hipertension, hipercolesterolemia, obesidad, cancer, diabetes
mellitus y desérdenes neurodegenerativos, ademas de envejecimiento®® y fatiga

muscular?!.

1.1.1 Dano oxidativo al ADN

El ADN nuclear (ADNn) es menos susceptible al dafio oxidativo que las
proteinas y los lipidos debido a su estructura de doble hélice, a la proteccion de
las histonas y otras proteinas de revestimiento??, y a las propiedades de
atrapamiento de RL de la cromatina asociada®. Por el contrario, el ADN
mitocondrial (ADNwm) es mas susceptible al dafio por las ERO debido a su
proximidad con el lugar de mayor generacion de RL de la cadena de transporte
de electrones (CTe) (membrana interna mitocondrial), a la falta de proteccion de
las histonas y a los minimos mecanismos de reparacion existentes. En este
sentido, la incidencia de mutaciones génicas en el ADNwm es 5-10 veces superior a
la observada en el ADN~2.

El ADN es atacado constantemente por las ERO. Estas solamente causaran
lesion al ADN cuando sean generadas en exceso, cuando la defensa antioxidante
celular esté disminuida? o cuando los procesos de reparacion sean danados y no

aseguren la integridad del ADN?.

El dafio oxidativo al ADN puede ser debido a fuentes enddgenas como
inflamacion o fuga de electrones desde la mitocondria!, y exdgenas. Las
principales fuentes exdgenas de dafio al ADN son la luz UV y las radiaciones
ionizantes?; asimismo, ejercicio, tabaco y factores dietéticos como restriccion
calérica, consumo de grasas, y vitaminas y minerales antioxidantes estan
relacionados con el dafio al ADN. Ademas, la edad influye en el dafio al ADN a

causa de una reduccion de los procesos de reparacion del ADN dafiado?.
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El dafio oxidativo al ADN es debido al OH* principalmente?, aunque
también son capaces de modificar directamente las bases nitrogenadas del ADN
102, ROO* y RO¢, O3, NO* y ONOQO*22,

En sistemas vivos, el OH* es generado por rotura dependiente del ion
metdlico de H20:. En presencia de i6n ctiprico (Cu*?) o i6n ferroso (Fe??), el H2O:2se
convierte en OH* por la reaccién de Fenton. Una vez generado junto al ADN, éste
ataca tanto al azucar desoxirribosa como a las bases nitrogenadas purinas
(citosina y tiamina) y pirimidinas (adenina y guanina)?* debido a la presencia en
su estructura de N2 y O altamente susceptibles a la reacciéon con especies

electrofilas?2. Por el contrario, el 'Oz es selectivo para guanina®.

El dafio oxidativo al ADN por accidon de los RL genera: roturas de cadena,
modificaciones de residuos de desoxirribosa y de bases nitrogenadas,
entrecruzamientos entre cadenas de ADN, y entre cadena de ADN y proteinas,

aductos ciclicos intra-ADN, y lugares sin bases nitrogenadas®.

El dafio oxidativo a la cadena hidrocarbonada de la desoxirribosa, a través
de la abstraccion de un i6n hidrogeno (H), causa fragmentacion de una o ambas
hebras?.

En el proceso de modificacion de las bases nitrogenadas las reacciones se
centran, primordialmente, en los Cs y Cs de purinas, y en los Cs y Cs de
pirimidinas. Y, dentro de éstas, la modificacion o lesiéon de guanina es la mas

habitual?® debido a su bajo potencial de oxidacion!.

Con respecto a los aductos, se han caracterizado unos 20: 8-hidroxi-2’-
dexosiguanosina (8-OHdG), timina glicol, timidina glicol, 5-hidroximetiluracilo,
uracilo glicol, 8-oxoguanina, etcétera®. Se estima que en las células de mamiferos

existen en torno a 1,5x10° aductos oxidativos por célula?.

El dafio oxidativo al ADN seguido de reparacion es constante y continuo a
nivel celular, ejecutdndose en torno a 10'°-10'® eventos de reparacion por célula y
dia?, produciéndose una retirada de las bases dafiadas por parte de enzimas
reparadoras®*. En este sentido, mas de 130 genes estan envueltos en los
mecanismos de reparacion?, y existen 5 vias principales de reparacion del ADN,
que son (a) reparacion por escision de nucleoétido, (b) por escision de bases, (c)
reparacion de errores de emparejamiento, y las vias de reparacion de rotura de

hebra hélice, conocida como reparacion recombinativa, (d) reparacion por uniéon
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de extremos no homologos y (e) por recombinacion homdloga??. Ahora bien, el
sistema de reparacion de ADN puede verse superado o las enzimas de reparacion
pueden verse alteradas por la accion de las propias ERY, lo que genera una
acumulacién de bases danadas con el paso de los afios que ha sido asociado a
mutaciones, disfuncién celular?, envejecimiento y diversos procesos patoldgicos

tales como enfermedades neurodegenerativas y cancer?.

Los fragmentos de desoxirribosa son potentes mutdgenos y bloquean la
accion de la ADN polimerasa®. El dafio a histonas genera entrecruzamientos que
interfieren en el plegado de la cromatina, la reparacion de ADN vy la transcripciéon
génica. Las ERO activan la transduccion del proceso de sefializacion celular y
modulan la actividad de proteinas y genes de respuesta a estrés, que regulan los
genes relacionados con crecimiento y diferenciacion celular. Ademas, las ERO
generan la disfuncion de la cadena respiratoria mitocondrial ya que el ADNwm
codifica las proteinas esenciales envueltas en los procesos de fosforilacion
oxidativa?, lo que sobreestimula la generacion de ERO/ERN mitocondriales y
favorece el dafio al ADNwm, en una secuencia de eventos que finaliza por la
induccion de la apoptosis?.

Las medidas directas in vivo representan una combinacion del nivel de
ataque de ERO, del estado antioxidante del individuo y de la actividad de los

mecanismos de reparacion de ADN?,

Las medidas de dafio al ADN pueden ser clasificadas en 2 categorias:
medida de dafio oxidativo al ADN en células en estado estacionario y estimacién
del dano oxidativo total al ADN, consistente en la detecciéon de subproductos del

dafio excretados a través de orina®®.

Varias bases nitrogenadas de ADN danado pueden ser excretadas por la
orina al ser muy solubles en agua® y medidas por una amplia variedad de
métodos. Sin embargo, ya que la orina contiene miles de componentes, la
apropiada preparacion de la muestra es esencial'®.

Existen 2 métodos principales para la valoracion del dafio oxidativo al
ADN: determinacion de 8-OHdG en orina de 24 h y electroforesis en gel de célula
simple®.

La 8-OHdG se genera por acciéon del OH* sobre la base guanina®. Este

subproducto, que es un potente mutagénico y un valioso marcador de
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carcinogénesis’, es la base modificada empleada mas frecuentemente como
marcador de dafno oxidativo al ADN. Tras su aislamiento, ésta puede ser medida
mediante diversas técnicas: cromatografia liquida de alta presion (HPLC),
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) vy técnicas
inmunoquimicas®.

La validez de la 8-OHdG como marcador de dafio oxidativo al ADN en
orina se basa en el hecho de que los niveles de 8-OHdG presumiblemente no son
modificados por la dieta, al no ser absorbidos los nucledsidos a nivel intestinal®.
Sin embargo, esta medida es problematica porque la 8-OHdG se puede formar
durante el procesamiento de la muestra. Para evitar esto se han desarrollado
técnicas que miden el dafio dentro de células intactas. En este sentido, hay
técnicas de anticuerpo que son ttiles para visualizar el dafio al ADN en células,

pero son medidas semicuantitativas®.

Con respecto a las técnicas inmunoquimicas, existen diversos kits
comercializados. Tras el aislamiento celular, el ADN es purificado y
posteriormente digerido a desoxinucleétidos (o desoxirribonucleétidos). La
cantidad de 8-OHdG es, entonces, determinada mediante técnica de

inmunoabsorcion enzimatica (ELISA)%.

En cuanto a la electroforesis en gel de célula simple, este ensayo evita la
problemadtica durante el procesamiento de la muestra en la medicién de dafo
oxidativo. Este ensayo, también conocido como ensayo de Cometa, estd basado en
la determinacién de la migracion de ADN en un campo eléctrico, el cual deriva en
la formacion de imagenes en forma de cometa. En esta técnica se visualiza el dafio
medido al ADN de células individuales y, dependiendo del pH de electroforesis,

puede detectar varias formas de dafio al ADN?.

1.1.2  Dafio oxidativo a proteinas

Los aminoacidos en forma libre o como constituyentes de estructuras
proteicas pueden ser danados por ER, siendo particularmente vulnerables lisina,
arginina, histidina, prolina, treonina?, cisteina y metionina’.

El dafo oxidativo a proteinas, que puede derivar en pérdida de
aminodcidos, fragmentacion de la estructura proteica, alteracion de la carga

eléctrica de proteinas y entrecruzamientos de proteinas’, es de gran importancia
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debido a las diversas estructuras proteicas afectadas (enzimas, receptores de
membrana, proteinas transportadoras y proteinas contractiles) y a la modificacion

o pérdida de funcion de las mismas?.

Las estructuras proteicas pueden sufrir 3 tipos de modificacion oxidativa:
(a) ataque directo de ER sobre ciertas cadenas laterales del aminoacido
(glutamina, treonina, asparragina, lisina, arginina y prolina), (b) modificacion de
residuos de histidina, cisteina y lisina por productos de la peroxidacidn lipidica,
por ejemplo 4-hidroxinonenal (4-HNE), y (c) reaccion con azucares reductores
(glicacion).

El dafio oxidativo a proteinas conlleva un incremento de los niveles de
grupos carbonilos (aldehidos y cetonas)? y de aminoacidos oxidados. Una vez
dafiadas, las proteinas son catabolizadas, pero los productos carbonilos no sufren
este proceso, lo que induce un bloqueo de la proteolisis y una acumulacion de
proteinas oxidadas. Como resultado, se ven afectados el recambio proteico, la
transcripcion genética y la integridad celular. Ademas, las ERO alteran el sistema

lisosomal y los proteosomas, vias esenciales en la degradacién proteica'.

Existen diversas técnicas para determinar el dafo oxidativo a proteinas:
deteccion de carbonilos usando técnicas de inmunotransferencia, determinacion
de conjugados de proteina con 4-HNE, valoraciéon de la oxidaciéon de tioles

proteicos y analisis de aminoacidos oxidados'.

En la actualidad, los grupos carbonilos son considerados el mejor marcador
de oxidacién de proteinas en muestras bioldgicas. Una vez formados, ante la
imposibilidad de ser catabolizadas, su concentracion se mantiene estable,
pudiendo ser determinados mediante pruebas espectrofotométricas y de
fluorescencia, y técnica ELISA, siendo ésta tiltima la técnica mas empleada debido
a que requiere cantidades microgramo de proteinas y es capaz de medir varias

muestras simultaneamente.

1.1.3 Darno oxidativo a lipidos

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de la membrana plasmatica son
las estructuras lipidicas mas susceptibles de ser dafiadas por los RL bajo

situaciones de estrés oxidativo®, proceso denominado peroxidacion lipidica3.
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La peroxidacion lipidica es un proceso que engloba 3 fases (Figura 1):
iniciacion, propagacion y terminacion. Las ERO que pueden iniciar este proceso
son OH*, RO*, ROO* y ONOO*, siendo el OH* el mas activo de todos ellos;
ademas, iones de metales como i6n cuproso (Cu*') y Fe*? pueden contribuir a la
iniciacion®.

Los productos finales de la peroxidacion lipidica son alcanos exhalados y
circulantes (pentanos y hexanos), dienos conjugados, hidroperoxidos lipidicos
(LOOH), aldehidos lipidicos e isoprostanos>.

LH

*OH
initiation K’
H.0
Ll
o ‘\

LOO®

4-HNE,
other products

LOOH—+—
propagation
= LH

antioxidants
termination

non-radical products
or stable radicals

Figura 1. Peroxidacion lipidica®.

Los LOOH acumulados durante la peroxidacion lipidica son en si mismos
ERO y pueden generar dafio oxidativo a otras biomoléculas. Sin embargo, una
fraccion considerable de los LOOH son convertidos, de forma no enzimatica, a
una amplia variedad de productos secundarios, tales como los aldehidos
malondialdehido (MDA)® y 4-HNE®. Este ultimo, altamente reactivo, puede
reaccionar directamente con los fosfolipidos, alterando la integridad y fluidez de
membrana®, y favoreciendo la activacion de la cascada apoptdtica?, y con el ADN,
generando aductos con eteno exociclico®, como los aductos de eteno-2-

deoxiguanosina, mutagenos en células humanas®.
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Todos estos productos de la peroxidacién lipidica pueden ser empleados
como marcadores de dafio oxidativo a lipidos, sin embargo, muchas de las
técnicas empleadas han sido criticadas por su cuestionable precision y validez?.
Aunque existen diversas técnicas para determinar el dafio oxidativo a lipidos en
muestras biologicas tales como determinacion de MDA mediante ensayo de acido
tiobarbittrico y determinacién de conjugados de aldehido (4-HNE)-proteinas
mediante métodos basados en anticuerpos (Western Blot y ELISA), los

isoprostanos F2son considerados el mejor marcador de peroxidacion lipidica®.

Los isoprostanos son una serie Unica de componentes similares a
prostaglandinas formadas in vivo a través de la peroxidacion de acido
araquiddénico (ARA) iniciada por los RL de forma no enzimatica®. Dentro de estos,
los isoprostanos Fz destacan como marcador de peroxidacion lipidica. Como
resultado del estrés oxidativo, su concentracion se ve incrementada en plasma y
orina, sin sesgo por ingesta dietética de lipidos®.

El proceso de peroxidacion lipidica es inevitable debido a la presencia de
algunas ERO en los organismos aerobios y a la presencia de AGPI en las
membranas bioldgicas®. Cualquier fuente de estrés oxidativo incrementa la
peroxidacion lipidica y una produccion excesiva de productos de la misma esta
relacionada con la patogénesis de diversas enfermedades®, ya que las vias
comunes de enfermedades crdnicas degenerativas envuelven ERO/ERN 'y
enzimas de respuesta al estrés como lipooxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas
(COX).

La peroxidacion lipidica estd implicada en envejecimiento, enfermedades
neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer y Parkinson), arteriosclerosis,
diabetes y cancer'???, particularmente, en este ultimo caso, bajo condiciones de

inflamacion cronica3!.

Asimismo, la peroxidacion lipidica ocasiona multiples disfunciones en
procesos celulares: altera la integridad, fluidez y permeabilidad de la membrana®,
reduce la capacidad de mantener un gradiente de concentracidon equilibrado e
incrementa la inflamacion. Como resultado, se produce pérdida de liquido
intracelular, disminucion del transporte de calcio (Ca*?) en reticulo sarcoplasmico,
alteracion de la funciéon mitocondrial, y pérdida de proteinas criptozoicas y

enzimas!.
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1.1.4 Dafo oxidativo a glacidos

La oxidacidon a glucidos es un proceso quimico menos habitual que la
oxidacion a otras biomoléculas®. Ahora bien, como sucede en el dafio oxidativo a
proteinas, lipidos y ADN, las ERO/ERN pueden causar dano a gltcidos,
especialmente polisacaridos. Estas ER actian sobre los enlaces glucosidicos
generando una fragmentacion o despolimerizacion de los polisacdridos. En este
sentido, la fragmentacion de la cadena hidrocarbonada de los polisacaridos puede
ser causada por las ER O3, radical hipoclorito (ClO-), OH®, ONOO*, 'Oz, NO* y
acido nitroso (HNO2). Ademas, la despolimerizacion puede ser debida a la accion
de ER derivadas de células (por ejemplo, radical ClO- de los neutréfilos) o por
accion de ER de forma sincronizada con enzimas; los polisacaridos fragmentados
por oxidacién de ERO/ERN sirven como sustrato para la rotura enzimadtica por

parte de las glucosidasas, facilitando asi la despolimerizacién®.

Como resultado, la despolimerizaciéon favorece procesos degenerativos y

modificacion de funciones de los polisacaridos®.

1.2 ESTRES OXIDATIVO'Y EJERCICIO FiSICO

1.2.1 Generacion de especies reactivas asociado a ejercicio fisico

El ejercicio fisico se define como cualquier actividad organizada y
estructurada que conlleva un incremento de gasto energético y de frecuencia
cardiaca, y puede ser clasificado seguin frecuencia (agudo o crdnico), intensidad
(aerdbico o anaerdbico) y contraccion muscular (concéntrico, excéntrico e
isométrico).

La realizaciéon de cualquier tipo de ejercicio agudo, ya sea aerdbico,
anaerobico o mixto, conlleva un incremento en la formacion de ERO/ERN en

individuos sanos** y en individuos con patologias®.

Las ERO/ERN se forman principalmente como resultado del metabolismo
del O2%. Las ER generadas inicialmente en el musculo esquelético en reposo y
durante el ejercicio son O2*- y NO*441, En reposo, el 2-5% del consumo de oxigeno

(VO2) es convertido a O2*, aunque algunos autores indican una conversion
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inferior'#2. Sin embargo, durante el ejercicio se produce un aumento del VO: de
unas 100 veces superior a los valores en reposo como consecuencia de la
respiracion mitocondrial incrementada, lo que conlleva un aumento de la
formacién de Oz y NO*".

La mitocondria es el principal lugar de produccion de ER en el tejido
muscular activo®, sobretodo en ejercicio aerdbico agudo®. La formacion de ER es
consecuencia de la “fuga de electrones” en la CTe en la membrana interna
mitocondrial, siendo los complejos I y III los lugares principales de produccién
mitocondrial de O2*'' debido a un acoplamiento inadecuado en la transferencia de
electrones entre ambos complejos; su produccion también puede tener lugar en
reticulo sarcopldsmico, tubulos transversos, sarcolema y citosol*. El O:* es
posteriormente reducido a H:0: y OH®, proceso que requiere metales de
transicion; la conversion de Oz a H20:2 se produce por accién de la superdxido
dismutasa (SOD). Asimismo, el O2*- puede reaccionar con el NO* dando lugar a la
formacién de ONOO*", fuerte agente oxidante que conlleva la deplecion de los
grupos tioles celulares®. Tras su formacion, O:*, H202 y OH* son liberados al
espacio intersticial desde las fibras musculares, aunque también pueden ser

generados en el espacio extracelular de la membrana plasmatica muscular*.

Con respecto al NO*, éste se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina
usando 3 isoformas diferentes de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS): neuronal
(nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS). El musculo esquelético expresa
normalmente las dos primeras, que requieren un incremento de los niveles de
Ca* para su activacion®, situacion que se produce durante el ejercicio fisico?;
ademas, la iNOS puede ser expresada en el musculo esquelético durante procesos

inflamatorios*s.

Asimismo, existen otros mecanismos (Figura 2) que contribuyen a la
formacién de ER durante el ejercicio, entre los que se incluyen: (a) proceso de
isquemia-reperfusion o activacion de xantina oxidasa (XO); (b) respuesta
inflamatoria al ejercicio; (c) activacion del complejo nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa; (d) autooxidacién de sustratos; y (f) procesos
dependientes de la fosfolipasa Az (PLA2).
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Figura 2. Lugares y mecanismos propuestos para la generacion de especies
reactivas en la fibra muscular esquelética*!.

Durante el ejercicio fisico el flujo sanguineo es desviado desde diversos
organos y tejidos al musculo activo, lo que conlleva una situaciéon de isquemia en
organos y tejidos; ademas, una situaciéon de isquemia funcional (hipoxemia) se
puede producir en el tejido muscular cuando el ejercicio es de elevada intensidad.
Durante la isquemia se produce la conversion de la xantina deshidrogenasa (XD)
a XO, enzima que se localiza en las células del endotelio vascular en el musculo
esquelético®. Tras el cese del ejercicio se produce una reoxigenacién (reperfusion)
de los tejidos y la XO genera O2*- y H202 como subproductos de la degradacion de
hipoxantina a xantina y, posteriormente, a acido urico (Figura 3). Este proceso se

observa principalmente en ejercicio anaerdbico agudo®.
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Figura 3. Sistema xantina deshidrogenasa/oxidasa.

Aungque el Fe? no es fuente de ER, éste juega un papel importante en la
produccion de los mismos, posibilitando la conversion del H202 a OH* a través de
la reaccion de Fenton o Haber-Weiss (Figura 4); este metal de transicion es usado
como catalizador. Se ha propuesto que la XO puede movilizar Fe*? a partir de la
ferritina durante el ejercicio. Por tanto, ya que durante el ejercicio se produce
conversion de XD a XO, dicha movilizacion podria verse incrementada. Ademas,
los altos indices de destruccion de hematies observados en ejercicios de
resistencia con gran impacto pueden incrementar los niveles de Fe* libre y
contribuir a la conversion de H202 a OH**. Sin embargo, este proceso no parece
tener un rol tan importante en la generacion de ER durante el ejercicio ya que el
contenido del musculo esquelético humano en enzimas XD y XO es bajo* y el

incremento de expresion de XO ocurre predominantemente tras el ejercicio’.

A consecuencia del desarrollo de ejercicio fisico se produce un dafio o lesion
del tejido muscular. Dicho dafio se produce sobretodo en ejercicio anaerdbico
agudo, siendo la contraccidon excéntrica la que induce un dafio superior®. Tras el
dafio muscular tiene lugar una respuesta inflamatoria caracterizada por la
infiltracion del tejido afectado por los neutrdfilos y otras células fagociticas®.
Pero, aunque la respuesta inflamatoria es clave en la recuperacién muscular, las
ER formadas pueden causar danos secundarios tales como la peroxidacion

lipidica o dafio oxidativo al ADN de células sanguineas periféricas®. Tras la
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infiltracion leucocitaria se produce una explosidon respiratoria que implica la
formacion de Oz, H:0: y otras ERO. La enzima mieloperoxidasa (MPX),
marcador de activacion de neutrdfilos in vivo?, contiene Fe? en su estructura y
cataliza la reaccion entre H20: y anidn cloruro (Cl'), dando lugar a la formacién de

HCIO, que es un potente oxidante?.

REACCION DE FENTON
0, |::F,‘:::=-H2(::l2 __-_:::.‘...\

OH + OH o

REACCION DE HABER - WEISS

Figura 4. Reaccion de Fenton o Haber-Weiss.

A nivel del musculo esquelético, el complejo nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa se localiza en reticulo sarcopldsmico, tubulos
transversos y sarcolema*. Durante la contraccion muscular, o en eventos
inflamatorios o microbianos, la forma reducida (NADP*) es convertida a la forma
oxidada (NADPH). Asi, el Oz es reducido y se forman grandes cantidades de Oz*
que pueden ser convertidos a H202”. El estimulo para que se produzca dicha
conversion durante el ejercicio parece ser la proteolisis causada por las
alteraciones en la homeostasis del Ca* intracelular, el estrés térmico y la

oxidacién de los grupos tioles*.

Durante el ejercicio se produce una elevacion de catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina y dopamina) a nivel plasmatico, y su oxidaciéon puede producir
O2*, H20:2 y otras ER'™. Ademas, la oxidacion de proteinas hematicas tales como

oxihemoglobina y oximioglobina genera Oz* y, posteriormente, H.O2; este tltimo
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puede reaccionar con metahemoglobina y metamioglobina, dando lugar a la
formacion de un RL en la proteina globina. Asimismo, el incremento de la presion
parcial de Oz (PO2) producido a nivel mitocrondial durante el ejercicio favorece la

oxidacién de la metahemoglobina y la consiguiente formacion de O2*"7.

Por dultimo, la PLA: es una enzima que puede activar el complejo
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa y que hidroliza los
fosfolipidos de la membrana para liberar ARA, que es sustrato para sistemas de
enzimas generadoras de ERO como las LOX. El incremento de Ca* intracelular
durante el ejercicio conlleva la activacion de las formas dependiente e
independiente de la PLA:, generandose ERO en mitocondria y citosol que son

posteriormente liberadas al espacio extracelular.

1.2.2 Tipos de ejercicio fisico y estrés oxidativo

La realizacion de ejercicio fisico conlleva un incremento en la formacién de
ER, pero el estrés oxidativo sélo se produce cuando la generacién de ER supera a
las defensas antioxidantes. Por tanto, los indices de estrés oxidativo inducido por
el ejercicio dependeran de la intensidad y duracidon del mismo!'*2. De este modo,
durante ejercicios de baja intensidad y corta duracion, las defensas antioxidantes
pueden contrarrestar la produccion de ER, pero a intensidad y duraciéon mayor
estas defensas no son adecuadas y se origina el dafio oxidativo a tejidos®. En este
sentido, se sabe que el ejercicio fisico intenso conlleva un incremento en la
formacién de ER, lo que ha quedado demostrado por los cambios observados en
parametros pro-antioxidantes tales como glutation y enzimas antioxidantes®,
productos de la peroxidacion lipidica como sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS), isoprostanos y LOOH¢, y productos de la oxidacién a
proteinas como carbonilos®, entre otros. Ademas, el nivel de entrenamiento®y el
tipo de contraccion muscular también influye en la formacion de ER y, por tanto,

en los indices de estrés oxidativo3.

Aunque solo las cargas agudas de ejercicios con suficiente intensidad y
duracién pueden producir estrés oxidativo, no todos los ejercicios generan estrés
oxidativo de igual forma (Figura 5). Asi, el ejercicio aerobico agudo genera
inicialmente mas ERO, induciendo alteraciones de la homeostasis redox que

pueden perdurar varias horas postejercicio. Por el contrario, el ejercicio
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anaerdbico agudo puede ocasionar un estrés oxidativo mas prolongado en el

tiempo?®.
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Figura 5. Efectos del ejercicio aerdbico y anaerdbico sobre los carbonilos
proteicos a nivel plasmatico®.

La CTe mitocondrial es el principal lugar de formaciéon de ER durante el
ejercicio aerdbico®. El incremento del flujo de O2 en el musculo esquelético activo
aumenta la fuga de electrones a nivel mitocondrial, lo que incrementa la

formacion de ER52.

El ejercicio anaerdbico agudo tiene la capacidad de generar un incremento
en la produccion de RL durante y tras el ejercicio. Durante el ejercicio se produce
un incremento del VO2 y de la respiracion mitocondrial, pero en menor medida
en comparacion con cargas de trabajo aerdbico agudo. Tras el ejercicio, como
consecuencia de los periodos de isquemia-reperfusion derivado de la contraccion
muscular intensa y del dafo muscular inducido, se produce un incremento en la
formacion de ER via desencadenamiento de la actividad de las enzimas
generadoras de RL e iniciacion de la migracion de células inflamatorias al drea
afectada. De forma global, el estrés oxidativo observado durante y tras el ejercicio
anaerobico es mediado por: activacion de XO y complejo nicotinamida adenina
dinucleodtido fosfato oxidasa, explosion respiratoria fagocitica, dafio a proteinas
que contienen Fe*?, oxidacién incrementada de purinas, alteracion de la

homeostasis de Ca*?, acidosis y autooxidacidn de catecolaminas®.



CAPITULO I. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 53

Por ultimo, todas las formas de ejercicio anaerdbico generan dafio muscular
y, por tanto, estrés oxidativo incrementado. Ahora bien, el dafio muscular
inducido por contraccién excéntrica es superior al inducido por contraccion
concéntrica®. Sin embargo, la contraccién concéntrica puede inducir gran dafio
muscular si la intensidad y/o duracion es elevada (por ejemplo, sprints repetidos
o ultramaratones). Asimismo, un ejercicio isométrico corto (por ejemplo, ejercicio
con mancuerna al 50% de contraccion voluntaria maxima de 84-170 s) es capaz de

incrementar la produccion de ER e inducir estrés oxidativo®.

1.2.3 Rendimiento deportivo, salud y estrés oxidativo

Aunque el ejercicio agudo es fuente de dafio oxidativo, la produccion
incrementada de ER no tiene necesariamente un impacto negativo sobre la salud
y el rendimiento deportivo®. Asi, bajos niveles de ER son esenciales para una
contraccion muscular éptima*. Sin embargo, la exposicion a altas concentraciones
de ERO de forma aguda y crénica puede afectar negativamente a la salud y el

rendimiento deportivo, respectivamente.

Con respecto al rendimiento deportivo, se sabe que las ER tienen la
capacidad de alterar proteinas contractiles musculares y enzimas mitocondriales
requeridas para la generacion de adenosin trifosfato (ATP), como la succinato
deshidrogenasa y la citocromo oxidasa®. Como resultado, se produce alteracion
de la funcion contractil, reduccion de la fuerza méaxima y desarrollo de fatiga
aguda.

Referente a la alteracion de las proteinas contractiles musculares, se sabe
que altos niveles de exposicion a ER influye sobre la funcion y estructura de los
miofilamentos. En este sentido, la miosina y la troponina C son susceptibles a la
oxidacién, no presentando susceptibilidad redox ni actina ni tropomiosina
(constituyentes de los filamentos delgados). Asimismo, altos niveles de
exposicion alteran las cinéticas de los puentes cruzados de actina-miosina y

disminuyen la sensibilidad al Ca*?>de los miofilamentos®.

En cuanto a la produccién energética, parece ser que la generacion
incrementada de NO* afecta negativamente a la produccion mitocondrial de ATP
y, por tanto, a la produccion de fuerza a través de la inhibicion de enzimas

mitocondriales. Ademas, los derivados de NO°® inhiben la actividad de la
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gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y creatina fosfoquinasa (CPK), lo que

podria limitar la produccion y/o regeneracion de ATP.

Por ultimo, la producciéon incrementada de ER influye sobre la dindmica
celular de Ca* y, por tanto, la contractibilidad muscular. Por un lado, la
generacion de ER parece tener influencia sobre la liberacion de Ca* por parte del
reticulo sarcoplasmico a través de la oxidacion de los receptores de rianodina
(canales de Ca* intracelulares que median en la liberacion de Ca*?* desde el
reticulo sarcopldsmico hacia el sarcoplasma). Por otro lado, la bomba de Na*-K*
ATPasa es susceptible al estrés oxidativo, y el dafio a la misma reduce

significativamente la captacion de Ca*? por parte del miocito®.

En lo que respecta a la salud, tanto la inactividad fisica como la exposicion
prolongada a altos niveles de ER tienen un impacto negativo. Asi, la inactividad
fisica ha sido asociada a un gran numero de enfermedades y condiciones
patoldgicas tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo II,
enfermedades neuroldgicas (Parkinson y enfermedad de Alzheimer), obesidad y
atrofia muscular*>*%. De igual forma, la exposicidon prolongada a altos niveles de
ER y el estrés oxidativo como resultado del ejercicio cronico de alta intensidad y
larga duracion, y/o sobreentrenamiento, originan maladaptaciones® como atrofia
muscular’, y han sido relacionados con el envejecimiento® y la etiopatogenia de
diversas enfermedades®. Asi, la mayoria de estudios han vinculado las ERO a
estados patoldgicos tales como cancer, diabetes mellitus tipo I y retinopatia
asociada, diabetes mellitus tipo II (resistencia a la insulina), enfermedades

cardiovasculares, obesidad®!, aterosclerosis y enfermedades neurodegenerativas®.

Por el contrario, el ejercicio de moderada intensidad llevado a cabo de
forma regular muestra numerosos efectos beneficiosos®. De este modo, el ejercicio
moderado regular presenta un efecto preventivo en la carcinogénesis®, favorece
el mantenimiento de una correcta funciéon neuroldgica, gracias a la induccion de
neurotrofinas, claves en el proceso de neurogénesis®, y mejora la funcién

cardiovascular, parcialmente por la adaptacion mediada por el NO*%.

Concentraciones fisioldgicas de ER y su produccién controlada puede servir
para que se lleven a cabo distintos procesos fisiologicos clave como la regulacion
de tono vascular, metabolismo energético, contractibilidad cardiaca, funcién
inmune, apoptosis®®!, y procesos de crecimiento, proliferacion y diferenciacion

celular. Ademas, la exposicién regular a concentraciones moderadas de ER
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favorece la aparicion de adaptaciones fisiologicas al entrenamiento tanto en
personas sanas*' como en individuos que presentan enfermedades o situaciones
patologicas®.

Todos los efectos anteriormente mencionados a nivel de salud son
dependientes de la intensidad, duracién y frecuencia del ejercicio, y coinciden con
la teoria de la hormesis, la cual puede ser aplicada a la exposicion regular a
concentraciones moderadas de ER inducidas por el ejercicio. Segtn esta teoria, el
organismo responde a la exposicion repetida de toxinas, sustancias quimicas y
radiacion, es decir, ante sustancias que favorecen el estrés oxidativo (por ejemplo,
el ejercicio fisico), con una curva en forma de campana (Figura 6). De este modo,
tanto inactividad fisica como ejercicio vigoroso y/o sobreentrenamiento resultaran
en una funcion fisioldgica disminuida y una mayor incidencia de diversas
patologias; por el contrario, ante el ejercicio regular y moderado, el organismo
responderd con una reaccion disminuida y/o una resistencia incrementada® que
derivara en una mejora de las funciones fisioldgicas y una menor incidencia de
patologias®. De este modo, se sabe que la presencia continua de pequefios
estimulos (por ejemplo, bajas concentraciones de ER) es capaz de inducir la
expresion de enzimas antioxidantes, moléculas de reparacion de ADN y enzimas
de degradacion proteica, resultando en reducciones de la incidencia de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y retraso de los procesos de

envejecimiento®.

Existe una creciente evidencia de que la generacion de ER durante la
realizacion de ejercicio fisico juega un papel clave en las adaptaciones inducidas
por el mismo. La homeostasis redox es un componente clave en la funcion celular
y en la expresion génica®, y las ER generadas durante y tras el ejercicio aportan
un enlace entre el disturbio de la homeostasis y las adaptaciones resultantes!”.
Asi, y bajo condiciones normales, las cargas de ejercicio son seguidas de periodos

de descanso y durante éste se produce la adaptacion®.

Las ER acttian como segundos mensajeros en diversas vias de sefalizacion
celular®. Las ER presentan las caracteristicas principales de los segundos
mensajeros intracelulares: a menudo alta reactividad selectiva, corta vida media,
distintos mecanismos de produccidn y estan presentes en todas las células'. Asi,
diversas vias de sefializacion celular son iniciadas, o al menos potenciadas, por las

ER#%. Estas vias resultan en cambios en la actividad de diversos factores de
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transcripcion, alterando/modulando la expresion génica*!, con una regulacion al
alza tanto del ARNm como de los niveles de enzimas proteicas®. De este modo, la
activacion de estas vias es esencial para el mantenimiento de la homeostasis redox

de la célula muscular durante episodios repetidos de actividad contractil®.

Rate of diseases prevention

Physiological function
Quality of life

Inactivity Moderate exercise Strenuous exercise Overtraining

Figura 6. Curva de hormesis y efectos del ejercicio fisico®.

El musculo esquelético es un tejido maleable que puede experimentar
cambios significativos en respuesta a cargas repetidas de ejercicio. Asi, un
moderado incremento en la produccion de ER en el musculo esquelético durante
solo un corto periodo de tiempo (por ejemplo, minutos) puede activar vias de
sefializacién derivando en adaptacion celular y proteccion contra un futuro estrés.
Sin embargo, altos niveles de produccion de ERO durante largos periodos de
tiempo (por ejemplo, horas) puede resultar en activacion crénica de vias de
sefializacion que promueven la proteolisis y, potencialmente, la muerte celular*°.

La sefializacion redox por accion de las ER controla la expresion génica a
través del estado de fosforilacion de los factores de transcripcion. En este sentido,

las ERO regulan la actividad de diversas quinasas y fosfatasas celulares®.
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Ademas, la sefalizacion por las ERO puede ser llevada a cabo por modificaciones

dirigidas en residuos especificos de proteinas*'.

La familia de las quinasas dependientes de adenosin monofosfato,
conocidas como proteinas quinasas activadas por mitogenos (AMPK), es clave en
la sefializacion celular ya que el control de varias de estas vias se logra mediante
la activacion o desactivacion de proteinas reguladoras a través del proceso de
fosforilacion. La familia de las AMPK constan de la quinasa c-Jun N-terminal
(JNK), AMPK p38, y quinasa reguladora de senales extracelulares (ERK), siendo

todas activadas por el estrés oxidativo inducido por las ER?.

Las AMPK p38 activa el factor nuclear kappa B (NF-xB) y el coactivador
transcripcional 1 alfa (PGC-1a), mientras que la JNK activa factores como la
proteina activadora 1 (AP-1). Ademas, la ERK regula la actividad transcripcional
del factor AP-1% y activa al factor NF-«xB*.

Las vias de sefializacion sensible-redox que contribuyen en mayor medida a
la adaptacién muscular inducida por el ejercicio son las vias de los factores NF-«xB
y PGC-1a. Ademas, otras vias como la del factor AP-1 y factor de transcripcion de

choque térmico 1 (HSF1) influyen en las adaptaciones inducidas por el ejercicio.

A nivel musculo esquelético, el NF-«B es clave para el mantenimiento de la
homeostasis celular. Este factor modula la expresion de genes relacionados con
procesos celulares (inflamacidn, crecimiento celular, respuestas a estrés y

apoptosis, entre otros) y con diversas adaptaciones inducidas por el ejercicio*..

Diversas enzimas antioxidantes como la SOD cobre/zinc dependiente
(Cu/ZnSOD), la manganeso SOD (MnSOD) y la glutatiéon peroxidasa (GPx), al
igual que la iNOS, contienen sitios de unién para NF-xB en el flanco-5" de su
regidon promotora génica (porcién de ADN situada al principio del gen que sirve
para que las enzimas que realizan la transcripcion reconozcan el principio del
gen). Por tanto, los genes para estas 4 enzimas son dianas potenciales para la
sefalizacion mediada por ERO via activacion de la NF-xB*. En este sentido, se
sabe que el ejercicio vigoroso acompafado de dafio muscular no induce dano
oxidativo al ADN si el ejercicio es realizado por individuos entrenados que han
adquirido una capacidad antioxidante potenciada a través del entrenamiento®.
Ademads, se ha demostrado que los miotubos expuestos a H20: muestran una
regulacion al alza del ARNm para GPx, Cu-ZnSOD, MnSOD vy catalasa (CAT), lo
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que sugiere que las ERO estan envueltas en la regulacion adaptativa al alza de la
expresion génica de enzimas antioxidantes por el ejercicio®. Sin embargo, el

efecto del entrenamiento sobre la CAT es controvertido®.

El factor NF-xB también ha sido asociado a la hipertrofia inducida por el
ejercicio. La produccion de ER es una sefal necesaria para el remodelado normal
que ocurre en el musculo esquelético en respuesta a cargas repetidas de ejercicio®.
El dafio inducido en el tejido muscular activa la unién del factor NF-xB al ADN y
las proteasas del complejo proteosoma. De este modo, se activa la degradacion de
las proteinas danadas y se inicia el proceso de reparaciéon o remodelado. Como
resultado, el sarcomero sera mas fuerte y resistird mejor el estrés mecanico®.
Ademas, las ERO parecen modular la sefalizacion del factor de crecimiento tipo
insulinico 1 (IGF-1) y de la interleukina 6 (IL-6), elementos clave en la hipertrofia

muscular!.

Una importante adaptacion inducida por el entrenamiento de resistencia es
el incremento de la biogénesis mitocondrial (BM), que se produce a través de la
via de senalizacion AMPK-PGC-1a¥; ademas del ejercicio de resistencia, los
entrenamientos de fuerza e intervalicos también podrian conllevar la BM en el
musculo esquelético en humanos®. La PGC-la activa varios factores de
transcripcion y de receptores nucleares promoviendo la transcripcion de sus
genes diana, los cuales regulan al alza genes codificados a nivel mitocondrial y
nuclear asociados a la sintesis de organelas. Ademads, regula el metabolismo

glucidico y lipidico por la transformacion de fibras musculares tipo II a tipo I*.

Ademads, el factor PGC-la ha sido relacionado con la adaptacion
angiogénica del entrenamiento de resistencia. Esta adaptacion, esencial en
deportistas de resistencia pues incrementa el aporte de O: al tejido muscular
activo y acelera la recuperacion del tejido dafiado, es inducida por la regulacion al
alza del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y de los receptores
VEGF 1 y 2, los cuales se ven incrementados tras la actividad muscular. El
ejercicio puede producir una isquemia temporal en el tejido muscular, y el factor
PCG-1a, sensor metabolico inducido por la falta de nutrientes y Oz, regula la
expresion del VEGF vy, por tanto, la angiogénesis en musculo esquelético in vivo.
Por otro lado, existe un mecanismo de angiogénesis in vivo, independiente del
VEGF, desencadenado por la hipoxia y consistente en la deteccion de productos

de la peroxidacion lipidica por parte de los receptores tipo Toll'.
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Con respecto al factor AP-1, se sabe que su activacion es andloga a la
activacion del NF-xB. La oxidacién inducida por las ERO estimula su activacion
citosdlica pero se requiere un ambiente reducido para su unién al ADNn y para la
activacion de la transcripcidn. Este factor, junto al NF-«B, es clave en la regulacion
al alza de enzimas antioxidantes como la SOD y CAT en respuesta al estrés

oxidativo®46é,

Por ultimo, la activacién del HSF1 es dependiente de la produccion
incrementada de ER y/o la presencia de proteinas celulares oxidadas o
desplegadas. Este factor regula la expresion génica de proteinas de shock térmico
(HSP) como HSP60 y HSP70, entre otras. Durante la realizacidon de ejercicio, la
primera respuesta adaptativa que se observa en el musculo esquelético tras el
incremento en la actividad de las ERO parece ser una elevacion de las enzimas
antioxidantes y de las HSP, y el contenido muscular incrementado de estas
proteinas ha sido asociado a una proteccion significativa contra el dafo celular

posterior®,

Pero el entrenamiento de resistencia conlleva mdas adaptaciones. Primero, el
ejercicio regular incrementa/mejora la actividad de las enzimas de reparacion del
ADN en el musculo esquelético, y en otros drganos vitales como higado, cerebro
y bazo, entre otros®. Esta adaptacion en los mecanismos de reparacion previene el
dafio persistente y severo al ADN, con las implicaciones de salud que ello
conlleva®. Segundo, el entrenamiento de resistencia tiene un efecto vasodilatador;
el flujo sanguineo incrementado durante el ejercicio resulta en la activacion de la
enzima eNOS, que favorece la produccion de NO*#. Tercero, se ha observado una
regulacion al alza de genes responsables del metabolismo del Fe? y genes de
respuesta a la hipoxia. Y, cuarto, el entrenamiento también conlleva cambios
inmunologicos; asi, se ha observado una reduccién de la sobreproduccion de Oz*
por parte de los neutrdfilos, lo que protege a los tejidos adyacentes del dafio

oxidativo%ss,

El ejercicio moderado y regular también conlleva adaptaciones en
individuos de edad avanzada. De forma caracteristica, los individuos de edad
avanzada muestran una habilidad reducida a nivel musculo esquelético para
responder a un incremento en la generacion de ER a causa de una menor
capacidad de activacion de factores de transcripcion y, por tanto, capacidad

antioxidante enddgeno reducida®, lo que conlleva un dafo oxidativo a lipidos,
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ADN vy proteinas superior al observado en individuos jovenes, tanto en reposo
como tras ejercicio vigoroso®, y favorece la aparicion de diversas patologias
asociadas al envejecimiento®. El ejercicio regular tiene un efecto “rejuvenecedor”
en el contexto del incremento de la actividad de los factores de transcripcion, lo
que demuestran las multiples adaptaciones observadas en poblaciéon de edad
avanzada: capilarizacion incrementada, mayor aporte de O: a nivel tisular y
mejora de la funcidon neuroldgica por regulacion al alza de neutrofinas, e
incremento de la actividad del complejo proteosoma (responsable de la

degradacion de proteinas dafadas), entre otras®.

Esta claro que la produccién de ERO inducida por el ejercicio es una senal
clave que modula la expresion génica en el musculo y contribuye a las
adaptaciones inducidas por el ejercicio en el musculo esquelético. Algunas ER
sirven como senal necesaria para la activacion de las AMPK, las cuales a su vez
activan factores de transcripcion como NF-kB. Diversas enzimas antioxidantes
contienen sitios de unién para NF-xB en la regiéon promotora génica y, por tanto,
cualquier estrategia que reduzca la produccion de ERO afectard negativamente a
la adaptacion de las defensas antioxidantes. Como resultado, por ejemplo, los
niveles de MnSOD se veran reducidos* y la susceptibilidad a patologias se vera

incrementadas3s.

En este sentido, diversos estudios han demostrado que la suplementacion
de antioxidantes en humanos puede retrasar las adaptaciones inducidas por el
ejercicio fisico al inhibir vias de sefializacion. Asi, la administracion de vitamina C
previene la expresion de la PGC-1a, y por tanto la BM en el musculo esquelético,
la expresién de varias enzimas antioxidantes en el musculo esquelético y
disminuye la sensibilidad a la insulina®. La suplementacion de vitamina E y C
inhibe la induccion del HSP72%. Ademas, se ha observado que la suplementacion
conjunta de vitamina C (1000 mg) y vitamina E (235 mg de acetato de DL-a-
tocoferol, forma sintética de vitamina E) conlleva un menor incremento o
reduccién de la citocromo ¢ oxidasa subunidad IV mitocondrial y de la PGC-1a
citosdlica y una reduccion de la expresion génica de AMPK 1, lo que dificulta la
BM#s,
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1.3 ANTIOXIDANTES Y ESTRES OXIDATIVO

La formacion de ER es un proceso natural y continuo, pero debido a su
potencial efecto lesivo sobre proteinas, lipidos, ADN y polisacaridos, y por tanto
sobre la salud y el rendimiento deportivo, el organismo ha desarrollado una red
de mecanismos de defensa de alta eficiencia para contrarrestar los efectos

perjudiciales de las ER: los antioxidantes!!.

Los antioxidantes fueron definidos, por primera vez, en 1995 por Halliwel y
Gutteridge® como “cualquier sustancia que, presente a bajas concentraciones
comparado con un sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la

oxidacion de ese sustrato”.

De forma tipica, los antioxidantes trabajan coordinadamente y protegen a
las moléculas bioldgicas y a los tejidos contra las ER mediante la conversién de
éstas en moléculas menos reactivas, proceso conocido como neutralizacion, o
previniendo la conversion de ERO menos reactivas a formas de mayor
reactividad, modulando asi los indices de estrés oxidativo”. Sin embargo, los
antioxidantes controlan los niveles de ER sin eliminarlas completamente, ya que
éstas son indispensables en diversos procesos bioquimicos como la sefializacion

intracelular, la transcripcion génica, la respuesta inmune y la funcion celular” 72,

Dependiendo de su funcion, los antioxidantes son clasificados en primarios,
secundarios y terciarios (Tabla 3). Los antioxidantes primarios previenen la
formacién de nuevas ER, mientras que los secundarios neutralizan los RL. Por

ultimo, los antioxidantes terciarios reparan las moléculas dafiadas por las ER7>74.

Ademas, las sustancias antioxidantes pueden ser clasificadas atendiendo a
su procedencia en: antioxidantes enddgenos y exdgenos; los antioxidantes
endogenos son sintetizados in vivo y se clasifican en enzimaticos y no enzimaticos
desde el punto de vista bioquimico, mientras que los exdgenos ingresan en el

organismo a través de la dieta.
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Tabla 3. Clasificacion de los antioxidantes.

Superdxido dismutasas

Glutation peroxidasas

Catalasa

PRIMARIOS

Proteinas ligadoras de metales

Glutation

Acido a-lipoico

Vitamina E

Vitamina C

p-carotenos

Coenzima Q-10

Acido tirico

Melatonina

SECUNDARIOS

Bilirrubina

Albumina

Sistemas proteoliticos intracelulares

Enzimas reparadoras del ADN

Metionina sulféxido reductasas

TERCIARIOS

Fosfolipasa A: asociada a lipoproteinas

1.3.1 Antioxidantes end6genos enzimaticos

Los antioxidantes endogenos enzimaticos incluyen las enzimas SOD, GPx y

CAT. Estos, que no se consumen cuando reaccionan, son responsables de la

eliminacion directa y especifica de las ERO®™ y se localizan en diferentes

compartimentos celulares.

La SOD es una oxidorreductasa que conforma la primera linea de defensa

contra el estrés oxidativo, inducido por el O:* y derivados como el ONOO*,

mediante la dismutacion del O:* a H202 y Oz Posteriormente, el H20: sera

catalizado a H20 por las enzimas GPx, CAT y/o peroxirredoxinas (PRX)""72.

202 + 2H*

H0O: + O2
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El mecanismo de dismutacion (Figura 7) implica reduccion y reoxidacion
oscilante de un metal de transicién (Cu y Mn) en el sitio activo de la SOD. Por

tanto, su actividad requiere un metal de transicién como cofactor”'.

SO D_Moxidized 020 2

0O,

SO D_Mreduced
0!. - + 2H+

SOD_Moxidiznd Hgoz

Moxidized/qreduced - Cu#/Cu' for SOD1 and SOD3
" Mn**/Mn?* for SOD2

Figura 7. Neutralizacion del radical superdxido por acciéon de las enzimas superdxido

dismutasa”!.

En células de mamiferos existen 3 isoformas de SOD: SOD1 o Cu/ZnSOD,
SOD2 o MnSOD, y SOD3 o SOD extracelular (ecSOD). Estas isoformas presentan
diferente localizacion celular, pero catalizan la misma reaccion. Asi, la Cu/ZnSOD
se localiza principalmente en el citosol y, en menor medida, en el espacio
intermembranoso mitocondrial (también se encuentra en nucleo, lisosomas y
peroxisomas), mientras que la MnSOD se localiza en la matriz mitocondrial y la
ecSOD en la matriz extracelular (vasos sanguineos, pulmon, rifiones, ttero y, en

menor medida, en corazon)”.

La Cu/ZnSOD es la principal SOD intracelular, y su actividad enzimatica
depende de la presencia de Cu y Zn. Asi, la dismutacién de Oz* por Cu/ZnSOD
implica procesos de reduccion y oxidacién ciclica del Cu. De igual forma, la
ecSOD requiere la presencia de Cu para desarrollar su accidn catalitica, estando

intimamente relacionada su accion al contenido en Cu. Por altimo, la MnSOD,
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principal SOD mitocondrial, requiere la presencia de Mn para llevar a cabo la

dismutacién de Oz*7L.

La GPx es una enzima selenio (Se) dependiente que presenta 6 isoformas en
células de mamiferos (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5 y GPx6)” que catalizan la
reduccion de H20:y hidroperoxidos organicos a H20, alcohol (ROH) y glutation
oxidado o glutatién disulfuro (GSSG), usando como dador de electrones glutation
reducido (GSH) o, en algunos casos, tiorredoxina (TRX) y glutarredoxina (GRX).
Cuando la GSH es el dador de electrones, dona un par de H* y es convertida a
GSSG™.

2GSH + H0: - GSSG + 2H:0
2GSH + ROOH - GSSG + ROH + H0

Puesto que la GSH es oxidada por GPx para formar GSSG, las células deben
poseer una via capaz de regenerar GSH. Asi, la reduccion de GSSG a GSH es
lograda por la accién de la glutation reductasa (GR), que emplea el complejo
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa como agente reductor.
Diversos tejidos producen NADPH por accion de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa a través de la via de las pentosas, pero el musculo esquelético
genera NADPH principalmente a través de la via de la isocitrato

deshidrogenasa®.

Con respecto a su ubicacidon, la GPx se localiza en el citosol y en la
mitocondria, siendo la GPx1 la isoforma mayoritaria en todos los tipos de
células”. Aunque su actividad a nivel muscular se reparte por igual entre citosol y
mitocondria, la actividad GPx varia segtn el tipo de fibra muscular. Asi, existe
mayor actividad GPx en las fibras con alto componente aerobico (tipo I) que en
las fibras de componente anaerobico (tipo II), las cuales presentan una menor

capacidad oxidativa's.

La CAT es un homotetrdmero, dependiente de Fe*?, cuya funcién principal
es catalizar la reduccion de H2O2 a H.O y O22. Asimismo, aunque comparte
sustrato con la GPx, la CAT muestra una afinidad muy inferior para H20O: a bajas

concentraciones y comparado con GPx>.
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2H:202 - 2H0 + O

La CAT estd ampliamente distribuida dentro de las células. A nivel celular,
se localiza en citosol y mitocondria”, y al igual que la GPx, su actividad varia
segun el tipo de fibra muscular, encontrandose en mayor concentraciéon en las

fibras tipo I'4.

Ademas de las enzimas antioxidantes enddgenas, las células contienen otras
enzimas que contribuyen, directa o indirectamente, a la homeostasis redox:
enzimas basadas en tioles, como TRX, GRX, PRX’®” y metionina sulféxido
reductasa®, melatonina®!, PLA2 asociada a lipoproteinas®, sistemas proteoliticos

intracelulares® y enzimas encargadas de la reparacion del ADNB®%,

1.3.2 Antioxidantes end6genos no enzimaticos

Los antioxidantes endodgenos no enzimaticos incluyen: tioles, como
glutation y acido a-lipoico, coenzima Q 10, dcido urico, y proteinas fijadoras de
metales pesados (Fe*? y Cu*?). Estos estan presentes, al igual que los antioxidantes
endogenos enzimaticos, en diferentes compartimentos celulares y presentan

propiedades antioxidantes distintas que maximizan su efectividad.

El glutation es el tiol intracelular mas abundante y se puede encontrar en su
forma reducida (GSH) u oxidada (GSSG), siendo predominante la primera. Es un
tripéptido constituido por los aminodcidos 4cido glutdmico, cisteina y glicina (L-
glutamil-L-cisteinilglicina)®.

Su sintesis se lleva a cabo, principalmente, a nivel hepatico y una vez
formado es transportado a los tejidos a través de la circulacion®. El proceso de
sintesis se lleva a cabo a nivel citoplasmatico gracias a la accion conjunta y
consecutiva de las enzimas y-glutamilcisteina sintasa y la sintasa de GSH. Una
vez formada, es intercambiada con otros compartimentos intracelulares, incluido

la mitocondria®s.

Como antioxidante, la GSH puede reaccionar directamente con una
variedad de RL (OH* y perdxidos organicos), actuando como dador de un H.

Ademas, sirve como sustrato para la eliminacion de H20: e hidroperoxidos
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organicos por parte de la GPx. Por altimo, también esta envuelta en la reduccion
de otros antioxidantes como las vitaminas E y C. En este sentido, la GSH reduce
los radicales de vitamina E (a-tocoferoxil) que son formados en las reacciones en
cadena con RO*, ROO* y ROOH". De forma similar, puede reducir el radical

vitamina C (radical ascorbil) derivado de la accion de reciclado de la vitamina E>.

i

2GSH + 2R GSSG + 2RH

La oxidacion de la GSH es catalizada por la y-glutamiltranspeptidasa,
localizada sobre la cara externa de la membrana celular y en el plasma, que
transfiere la porcion y-glutamil a los aceptores, es decir, a los RL. Debido a esto, la
GSH es convertida, via GPx, a GSSG. La GSSG esta formada por 2 moléculas de
GSH unidas mediante enlace disulfuro debido a la oxidacién de los grupos tioles.
Una vez oxidada, la GSSG puede ser reducida, via GR, a expensas de NADPH?®
(Figura 8).

ROOH , |-|,o2 / GSH « NADP* \ / GLUCOSA 6-P
NADPH

ROH , H,0 \ GSSH / \ 6-P GLUCONATO

Figura 8. Ciclo redox del glutation.

En situaciones de elevado estrés oxidativo como el ejercicio se produce una
disminucion de GSH que contribuye a la rapida disfuncion mitocondrial”. En esta
situacion, el NADPH disminuye y se produce una acumulacion de GSSG
intracelular; la GSSG acumulada formara puentes disulfuro a nivel intracelular o
bien sera liberada al plasma como proceso de defensa celular'. Sin embargo, el
ejercicio de resistencia de alta intensidad habitual conlleva un incremento de los
niveles de GSH debido al aumento de la actividad de las enzimas envueltas en su

sintesis®.
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El indice de GSH y GSSG (GSH/GSSG) es un método ampliamente aceptado
de deteccion de produccion de ER y, por consiguiente, de estrés oxidativo.
Ademas, el GSH/GSSG es un ttil indicador de riesgo de enfermedad'.

El 4cido a-lipoico (a-LA) es un compuesto organosulfurado que se
encuentra de forma natural en la mitocondria y se sintetiza a partir del acido
octandico¥. Su sintesis enddgena se lleva a cabo a partir de acidos grasos (AG) y
cisteina, pero en muy pequena cantidad; por tanto, el a-LA debe ser obtenido a
través de la dieta®. Aunque es acumulado de forma transitoria en muchos

tejidos?, su acumulacion es limitada®.

El a-LA acttia como cofactor de la piruvato deshidrogenasa, 2-oxo-glutarato
deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa, entre otras, y por tanto es

clave en el metabolismo energético mitocondrial®.

El a-LA esta presente en el organismo en forma oxidada (LA) o reducida
(conocida como 4acido dihidrolipoico (DHLA))¥”. El DHLA es la forma
predominante que inactiva ER, pero la forma oxidada también puede

inactivarlas®s.

Aunque el a-LA presenta efectos antiinflamatorios y antitromboéticos® y
actividad antimutagénica y antioncogénica®, su principal efecto biologico esta

asociado con sus propiedades antioxidantes.

Con respecto a su funcion antioxidante, LA y DHLA forman una pareja
redox con potencial reductor superior a GSH/GSSG, neutralizando diversas ER:
LA interactda con OH*, HCIO y 'O, mientras que el DHLA lo hace con O:* y
OH?, previniendo asi la oxidacién de proteinas mediada por RL. Sin embargo,
ninguna es activa contra el H202. Asimismo, ambas presentan capacidad para
quelar metales tales como Fe??, Cu*?, e iones hipomanganoso y zinc (Zn®?), y
reciclar antioxidantes como GSH, mediante el incremento de expresiéon de la GR,
y vitaminas E y C#.

Por altimo, el a-LA activa diversas quinasas y fosfatasas, modulando asi la

actividad de factores de transcripcién tales como el NF-«B%.

La coenzima Q 10 (Q10) es una molécula liposoluble compuesta de un anillo
benzoquinona activo redox, derivado del aminoacido tirosina, conjugado a una
cadena isoprenoide de 10 subunidades de isoprenil. Es sintetizada de forma

enddgena y su ingesta dietética es limitada®. La Q10 estd presente en todos los



68 CARLOS J. CONTRERAS FERNANDEZ

tejidos, por lo que se la denomina ubiquinona, y a nivel celular se localiza

principalmente en la membrana interna mitocondrial®'.

La Q10 es componente de la CTe y acttia transfiriendo electrones desde los
complejos I y II (succinato coenzima Q reductasa) hasta el complejo III. Ademas,
transfiere protones al espacio intermembranoso mitocondrial contribuyendo a la

estabilidad del potencial de membrana y, por tanto, a la sintesis de ATP?2.

La Q10 presenta 2 isoformas: forma reducida (ubiquinol) y oxidada
(ubiquinona), siendo la primera la que muestra capacidad antioxidante®. El
ubiquinol puede donar uno o 2 electrones para neutralizar las ERO. Asi, si dona 2
electrones el ubiquinol se transforma en ubiquinona, y si cede un electron se
transforma en semiquinona; tras su formacion, ubiquinona y semiquinona
pueden reciclar a ubiquinol mediante oxidacion® (Figura 9). De este modo, el
ubiquinol previene directamente la progresion de la peroxidacion lipidica en
membranas celulares e impide la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad

(LDL)*, gracias a su accion neutralizadora de ROO*.

o
Semiquinone
H,Co H, q
H,CO .
OH
+1H", 1e $1H, 1e
% OH
H,CO H, H,CO M,
e .
H,CO 421+ 26 HaCO
o
Ubiquinone Ubiquinol

Figura 9. Esquema de las isoformas redox del coenzima Q 10°.

Asimismo, la Q10 presenta un efecto estabilizador de los complejos Iy II de
la CTe, reduciendo la produccion de O:*%, y tiene la capacidad de reciclar
antioxidantes como la vitamina E y C*.

El 4cido trico es un subproducto del metabolismo de las purinas que, a pH
fisiologico, es transformado casi en su totalidad a urato, forma disociada con

capacidad antioxidante®. Con propiedad antioxidante comparable a la vitamina
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C*, contribuye a mas del 50% de la capacidad antioxidante del plasma® y acttia

contra el estrés oxidativo inducido por el ejercicio®.

Como antioxidante, el urato actia como dador de electrones neutralizando
102, ONOO*, ROO* y OH?, y es capaz de quelar Fe*? y Cu*2. Como resultado, el
urato previene la formacion de OH* via reaccion de Fenton, la oxidacion de acido
ascorbico mediada por Fe?, la nitraciéon de proteinas inducida por ONOO* y la

peroxidacion lipidica, y protege de la oxidacion mediada por Cu2a las LDL®.

Por ultimo, aunque el Fe*> no es fuente de ER, este metal de transicion, al
igual que el Cu®?, juega un papel importante en la producciéon de las ER. Por
tanto, cualquier proteina que secuestre estos metales de transicion posee

capacidad antioxidante al impedir la reaccién de Fenton o Heber-Weiss.

La ferritina presenta actividad antioxidante por su capacidad para unirse a
Fe?? libre. La ferritina induce una rapida oxidacién de Fe*> en una reaccidon
catalizada por un centro ferroxidasa que consume Fe?? y perdxidos, agentes que
producen RL toxicos en la reaccion de Fenton”. Al igual que la ferritina, la
transferrina interactia con iones férricos pero, en este caso, acepta Fe® que
previamente ha sido generado por la accion de la enzima ferroxidasa
ceruloplasmina®. Ademas de catalizar la conversion Fe*>-Fe®, la ceruloplasmina
es la principal proteina transportadora de Cu*? en plasma, en torno al 95% del

mismo. Asimismo, neutraliza 0299,

La albumina es esencial en el transporte de sustancias y la eliminacion de
sustancias toxicas'®, y presenta la capacidad de unirse!™ a Fe®2. De igual forma,
hemoproteinas como la hemoglobina (Hb) y mioglobina, tienen capacidad

antioxidante debido a su actividad capturadora'®!® de Fe*2.

Entre los productos de degradacion del grupo hemo se encuentran la
bilirrubina (BR) y la biliverdina (BVR). En humanos, el grupo hemo es degrado
por la enzima hemooxigenasa (HO) a BVR, que es entonces reducida a BR por la
BVR reductasa (BVRr). La actividad antioxidante de la BR consiste en un ciclo
redox en el que ésta es oxidada a BVR, que posteriormente es reciclada a BR por
la BVRr. De forma especifica, la BR puede neutralizar ROO*, aunque no presenta
actividad ante O2*- y H2021%,

Por ultimo, haptoglobina y hemopexina son proteinas plasmaticas que

reducen la formacion de ER en caso de hemdlisis intravascular. Asi, por un lado,
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la haptoglobina forma complejos con la Hb de modo que estabiliza y protege el
grupo hemo de ésta'®; por otro lado, la hemopexina captura Fe?" con el objetivo
de transportarlo al higado, con la consiguiente prevencion del efecto prooxidante

del mismo?oe,

1.3.3 Antioxidantes exégenos

Los antioxidantes exdgenos contribuyen al mantenimiento de la
homeostasis al actuar, principalmente, como cofactores de las enzimas
antioxidantes”. Los antioxidantes exdgenos, cuya fuente principal es la dieta,
incluyen: vitamina E, vitamina C, carotenos, polifenoles y diversos

oligoelementos tales como Se, Cuy Zn.

La vitamina E hace referencia a un grupo de compuestos fenolicos
liposolubles, formado por 8 isdémeros, que incluyen 4 tocoferoles (a-, -, y-y 6-
tocoferol) y 4 tocotrienoles (a-, -, y- y 6-tocotrienol) (Figura 10). Aunque todos
los isdmeros tienen actividad antioxidante!”, el isdOmero mas activo
biolégicamente es el a-tocoferol, también conocido como RRR-a-tocoferol o d-a-

tocoferol®, que representa el 90% de la vitamina E en el organismo humano'4.

Aunque varios son los tocoferoles que pueden ser absorbidos, s6lo el a-
tocoferol se mantiene en plasma y en los tejidos, siendo su vida media en plasma
de 48 a 60 h'”. Tras su absorcidn en el intestino delgado, es transportado a nivel
plasmatico por las LDL. Una vez en los tejidos, las LDL interactian con el
receptor LDL y son catabolizadas por la lipoprotein lipasa (LPL), produciéndose
un intercambio de vitamina E entre las LDL y la membrana plasmatica. La
vitamina E se localiza en diversos tejidos, incluido el musculo esquelético, y es
almacenada en membranas con alto contenido lipidico tales como mitocondria,
reticulo sarcoplasmico y membrana plasmatica. Ahora bien, la mayoria es

almacenada en los adipocitos!®.

La principal funcion de esta vitamina es actuar como antioxidante. Asi, la
vitamina E es el antioxidante mas importante y efectivo en la fase lipidica de la
célula, y contribuye a la estabilidad y fluidez de las membranas plasmaticas, y de
las lipoproteinas plasmaticas, mediante la prevencion de la peroxidacion

lipidica®1s.
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Figura 10. Estructura quimica de los tocoferoles y tocotrienoles.

Como antioxidante, la vitamina E puede neutralizar, gracias a su grupo
hidroxilo, las ERO O:z*, OH*, ROOH* y ROO*'%. Cuando se forma el ROO?¢, éste
reacciona mil veces mas rapido con la vitamina E que con los AGPI'. Al
reaccionar con estos RL se origina la forma radical a-tocoferoxil, que puede ser
reducida por otros antioxidantes como vitamina C, principalmente, y GSH,
ubiquinol, cisteina, retinol y DHLASS. Sin embargo, si estos antioxidantes no estan
presentes, el a-tocoferoxil puede actuar como sustancia oxidante, reiniciando el

proceso de estrés oxidativo!?’.

Por tltimo, debido a la evidencia de que el ejercicio conlleva un incremento
de ER, diversos investigadores han analizado la suplementacién de vitamina E,
individual o combinada con vitamina C, en deportistas para ver el efecto reductor
del estrés oxidativo, y mejorar la funcién inmune y el rendimiento muscular.
Aunque es claro que la vitamina E reduce la peroxidacion lipidica, los resultados
obtenidos son contradictorios debido a diferencias metodoldgicas. Asimismo, se

ha observado que la suplementacion cronica y/o a altas dosis de vitaminas
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antioxidantes como la vitamina E puede tener efectos prooxidantes'® vy,

consecuentemente, ser perjudiciales para la salud!'.

La vitamina C, también denominada acido ascOrbico, es el antioxidante
extracelular mas abundante, pudiéndose encontrar en plasma y fluidos
intersticiales*. Esta vitamina no puede ser sintetizada por los humanos debido a la
ausencia de la enzima L-gulonolactona oxidasa a nivel hepatico®. Tras su ingesta,
y debido a su caracter hidrosoluble, el acido ascorbico es inmediatamente
absorbido a nivel intestinal; si su biodisponibilidad es baja se absorbe por
transporte activo, mientras que si existe alta concentracion plasmatica se absorbe
por difusion simple. Ademas, su ingesta en exceso conlleva su degradacion en el
intestino, causando diarrea osmotica y molestias gastrointestinales, y los rifiones
pueden modular su conservacion o eliminacion para mantener el equilibrio
organico de vitamina C*. Una vez absorbida, es transportado en plasma en su
forma libre, principalmente, aunque puede ser transportada como 4cido
dehidroascorbico o ligada a albimina. A nivel celular se localiza en el citosol; esta
ampliamente distribuida en el organismo, pero a nivel muscular se encuentra en
muy baja cantidad (menos de 15 mg/100 g de tejido). Ademas, se localiza en el

citosol de linfocitos en su forma libre!s.

La vitamina C presenta 2 isoformas (Figura 11), una reducida (dcido L-
ascorbico o L-ascorbato) y otra oxidada (dcido L-dehidroascoérbico), siendo la
primera la que muestra actividad antioxidante®. El L-ascorbato neutraliza de
forma directa OH*, Oz*, 'Oz, ROO* y RO*7; al reaccionar el L-ascorbato se oxida a
radical ascorbilo, que es posteriormente reducido a L-ascorbato por la accién de
GSH o DHLA, o mediante la acciéon enzimatica de la NADPH ascorbilo
reductasa®. De forma similar, también regenera antioxidantes como vitamina E,
acido urrico, GSH y B-carotenos!'®. Como resultado, la L-ascorbato no sélo protege
de forma directa las membranas plasmaticas y las LDL de las ER generadas en
fase acuosa, sino que también las protege de forma indirecta mediante la
reduccion del a-tocoferoxil”.

Asimismo, la vitamina C actiia como cofactor de diversas reacciones

metabolicas como la sintesis de coldgeno, catecolaminas y carnitina, entre otras'®.

Ademas, existe un gran numero de estudios sobre la suplementacion de
vitamina C en deportistas pero, al igual que en la vitamina E, los resultados son

contradictorios®.
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Figura 11. Estructura quimica del acido ascorbico, radical ascorbilo y acido
dihidroascérbico.

Por ultimo, se ha observado que la vitamina C presenta un efecto
prooxidante en presencia de iones metdlicos como el Fe? y Cu*?, al catalizar la

formacion de OH* via reaccidén de Fenton?.

Los carotenoides son una familia de méas de 600 compuestos isoprenoides'
que presentan una cadena hidrocarbonada de enlaces simples y dobles!2. Se
dividen en 2 grandes grupos: carotenos (hidrocarburos) y xantofilas (derivados
de carotenos que contienen 1 o mas atomos de O2). Estas sustancias liposolubles
se encuentras principalmente en vegetales de hoja amarilla y verde oscuro. Los
carotenoides mas abundantes de la dieta son a y B-caroteno, S-criptoxantina,
luteina, zeaxantina y licopeno”. Dentro de estos, el f-caroteno es el mas activo y

estudiado® y se encuentra en frutas y verduras de color rojo, naranja y amarillo.

Tras su consumo, el p-caroteno es degradado, por la -caroteno dioxigenasa
en la mucosa del intestino delgado, en 2 moléculas de retinil, que posteriormente

es reducido a retinol (vitamina A)'!.

En general, todos los carotenoides presentan actividad antioxidante debido
a la presencia de dobles enlaces conjugados en su estructura'?. Asi, aquellos con 9
o mas dobles enlaces son capaces de neutralizar ERO, siendo su poder

antioxidante dependiente del nimero de dobles enlaces conjugados?!11.

Con respecto a su actividad antioxidante, los carotenoides interacttian

principalmente con 'Oz, aunque también neutralizan ROO*, OH* y O2*112,
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Como resultado, y debido a su localizaciéon en la bicapa lipidica, los
carotenoides protegen las membranas y las liproteinas plasmaticas de la
peroxidacion lipidica’?2. Ademads, tienen un efecto positivo sobre el sistema
inmune, exhiben efectos antioncogénicos® y modulan la actividad de factores de

transcripcion”.

Por ultimo, aunque los carotenoides obtenidos de la dieta tienen un efecto
antioxidante y antiinflamatorio, se ha observado que la suplementacién exdgena
puede tener un efecto prooxidante. Asi, la suplementacién de p-carotenos
incrementa el riesgo de cancer de pulmdn en poblaciones de alto riesgo como
fumadores'>. En este sentido, el efecto antioxidante o prooxidante de los
carotenoides es dependiente de la PO:y de la concentracion de carotenoides en el
organismo. De este modo, el radical carotenoide puede reaccionar con O: a alta
POz, dando lugar a la formacion del radical ROO*-carotenoide, que promueve la

oxidacién de &cidos grasos insaturados (AGI)"2.

Los polifenoles son un conjunto de sustancias hidrosolubles que se
caracterizan por la presencia de mas de un anillo fendlico en su estructura, que
consta de estructuras de grupos hidroxil y fenil. Dependiendo del ntimero de
anillos fendlicos y de las propiedades de uniéon de estos, los polifenoles se
clasifican en acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos (Figura 12). A su
vez, cada clase de polifenol puede ser subdividido por las interacciones de sus
respectivos anillos con carbono, O: y moléculas de acido organico, lo que justifica
el elevado niimero de polifenoles que se pueden encontrar en la naturaleza'; asi,
mas de 8000 estructuras fenolicas son conocidas, y casi 4000 flavonoides han sido
identificados'®. A su vez, los flavonoides, mayor grupo de compuestos fendlicos,
se clasifican en: antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanonas y
flavanoles®. Los flavonoides pueden encontrarse en los alimentos en forma libre
(aglicona) o conjugada (glucosidos)!*¢.

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica ideal que les
confiere capacidad neutralizadora de RL, debido a los grupos hidroxil fendlicos
propensos a donar un Hz o un electrén al RL. De este modo, los polifenoles
pueden actuar neutralizando de forma directa las ER, impidiendo la formacién de
ER mediante inhibicién de enzimas (por ejemplo, XO) o quelacion de metales de

transicion, y regulando al alza enzimas antioxidantes enddgenas (SOD, GPx y
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CAT) a través de la activacion de la via de las quinasas. Asimismo, los polifenoles

participan en la reduccion de la vitamina E*5177,
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Figura 12. Estructura quimica de los polifenoles.

Aunque los polifenoles son absorbidos a nivel intestinal, sus
concentraciones en plasma son bajas (menos de 1 umol/L), debido, en parte, al
rapido metabolismo de los tejidos humanos. Por ello, diversos autores dudan
sobre la actividad antioxidante in vivo de los polifenoles'. Sin embargo, varios
estudios han demostrado el efecto beneficioso del consumo de polifenoles en

patologias relacionadas con el estrés oxidativo inducido por las ERO/ERN. Asi, el
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consumo de polifenoles mejora el metabolismo lipidico, la funcién neurologica y
la plasticidad neuronal, inhibe la oxidacién de LDL y la agregacion plaquetaria, y
reduce la incidencia de cancer!'®?. Pero, al igual que sucedia con otros
antioxidantes exdgenos, algunos autores han descrito efectos prooxidantes
derivados del consumo de polifenoles. En este sentido, algunos polifenoles
pueden iniciar un proceso de autooxidacidn; el radical fenoxi puede interactuar
con O2 y generar quinonas y O:*. Ademas, los metales de transiciéon parecen

inducir la actividad prooxidante de los polifenoles!"”.

Finalmente, existen diversos oligoelementos cuya propiedad antioxidante
estd ligada a la funcion antioxidante llevada a cabo por las proteinas de las que

forman parte.

En el organismo humano se conocen 25 selenoproteinas, la mayoria
enzimas, que presentan en su centro activo Se unido al aminodcido cisteina.
Dentro de éstas, 5 GPx (1-4 y 6), las tiorredoxinas reductasas y 3 selenoproteinas
(P, S y W) tienen actividad antioxidante. Asi, la biodisponibilidad de Se,
dependiente de su ingesta dietética, es clave en la biosintesis de dichas proteinas.
Por tanto, la deficiencia de Se favorece, de forma indirecta, el estrés oxidativo y,
consecuentemente, patologias asociadas al mismo como el cancer. Asimismo, su
biodisponibilidad favorece la activacion del factor de transcripcion NF-xB. Sin
embargo, este elemento presenta actividad prooxidante al favorecer la formacion
de Oz,

Al igual que sucede con el Se, la deficiencia de Zn conlleva tanto un
incremento del estrés oxidativo como patologias asociadas al mismo. La
biodisponibilidad de este elemento es dependiente de la ingesta vy,
aproximadamente, 3000 enzimas requieren Zn como cofactor. Muchas de estas
enzimas estan envueltas en la defensa contra el estrés oxidativo, entre las cuales
se encuentran Cu/ZnSOD, metalotioneinas (proteinas quelantes), enzimas de
reparacion de ADN, enzimas de sefalizacion intracelular, diversos factores de
transcripcion y metaloproteinasas de matriz (endopeptidasas que regulan el
remodelado tisular). Ademas, el Zn actia como segundo mensajero intracelular y

es esencial en la proliferacidn, diferenciacion y apoptosis celular’?!.
En condiciones fisioldgicas, el Cu existe como Cu™'y Cu*?, y ambos pueden
favorecer la formacién de OH®* via reaccién de Fenton, mediante la reaccion del

Cu*! con H20: 0 via reduccion de Cu*? por O:2*122. Por ello, aquellas proteinas que



CAPITULO I. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 77

contengan Cu en su estructura, y que por tanto quelen este metal, presentan
actividad antioxidante. Dentro de éstas se encuentran: ascorbato oxidasa,
ceruloplasmina, ecSOD y Cu/ZnSOD. La ingesta dietética de Cu puede alterar la
funcion de diversas cuproenzimas. Al contrario que el Zn, clave en la estructura
de la Cu/ZnSOD, el Cu es esencial en la actividad de esta enzima. De esto modo,
una baja biodisponibilidad de Cu alterara la funcion de ésta, lo que derivara en

un incremento del estrés oxidativo y de patologias asociadas'®.

1.3.4 Suplementacion de antioxidantes en deportistas

Existe una clara evidencia de que el ejercicio conlleva un incremento de la
formacién de ER, y que la exposicion cronica y aguda a altas concentraciones de
ER puede afectar, respectivamente, a la salud y al rendimiento deportivo. Con
respecto a este ultimo, se sabe que hay una relacion directa entre las ER y la
alteracion de la funcion contractil, lo que resulta en una reduccion de fuerza
muscular y el desarrollo de fatiga, con el consiguiente empeoramiento del

rendimiento.

Por ello, la estrategia de potenciar la capacidad enddgena mediante el uso
de suplementos antioxidantes ha recibido especial atencion en los tltimos afios. El
objetivo es reducir el estrés oxidativo y el dafio muscular inducido por estos, y

mejorar el rendimiento deportivo'*.

Como resultado, el consumo de estos suplementos entre deportistas no
profesionales y de élite se ha visto incrementado. Sin embargo, no existe una
evidencia clara de que la suplementacion de antioxidantes exogenos en
deportistas tenga un efecto beneficioso. Asi, algunos autores han informado de
efectos perjudiciales derivados de la suplementacion con antioxidantes??52108112117,
mientras que otros autores afirman que la suplementacion conlleva efectos

beneficiosos®*® o que no genera efecto alguno!°.

Existe una creciente evidencia de que el uso de suplementos antioxidantes
puede tener un efecto perjudicial en individuos entrenados. En primer lugar, los
antioxidantes pueden tener un efecto prooxidante, especialmente cuando se
consumen en grandes dosis, lo que ha sido demostrado en la suplementacion
individual de vitamina E!%, carotenoides'?, polifenoles'’, Se y vitamina C?, y con

la suplementacion de mezclas de antioxidantes''21%5. Y, en segundo lugar, la
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produccion de ERO inducida por el ejercicio es una sefial clave que favorece la
alteracion de la expresion génica en el musculo, lo que contribuye a las
adaptaciones inducidas por el ejercicio*. Por ejemplo, la exposicion a
concentraciones moderadas de ER conlleva una reducciéon del dafio oxidativo al
ADN. Asi, se ha observado que la suplementacion de vitamina C y/o E, dos de
los suplementos antioxidantes mds empleados, interfiere en las respuestas
adaptativas al entrenamiento de resistencia al disminuir la BM, la expresion de
enzimas antioxidantes endogenas, la sensibilidad a la insulina y la expresion de
HSP1144455110 - Ademas, se han obtenido datos similares al emplear alopurinol,

inhibidor de la XO* y suplementos de Q10 en forma de ubiquinona'*.

Sin embargo, existen situaciones en la que el uso de suplementos
antioxidantes puede ser util. En épocas de entrenamiento de sobrecarga, en las
que las defensas antioxidantes enddgenas se ven superadas por la formacién de
ER, debido a la no adaptacion a dicha intensidad, y en las que la dieta no parece
ser suficiente, el consumo de antioxidantes exdgenos podria ser interesante’.
Ademas, su uso es util en deportistas con deficiencia nutricional de vitaminas y
minerales antioxidantes'® o individuos desentrenados, en los que se ha
demostrado que el consumo de antioxidantes, de forma individual o con varios

elementos, puede reducir el estrés oxidativo per-ejercicio®?”.

Por ultimo, existe poca evidencia de que los antioxidantes mas comtnmente
empleados (vitamina C, E y [-carotenos) pueden incrementar el rendimiento

deportivo!’°.

Por tanto, debido a los potenciales efectos perjudiciales derivados de la
ingesta de suplementos antioxidantes, se deben hacer recomendaciones de
consumo meditadas. Asi, puesto que algunos deportistas no siguen una dieta
equilibrada, lo que favorece la aparicion de deficiencias en la ingesta
antioxidante'’, la mejor recomendacion seria seguir una dieta variada y
equilibrada, pues a través de ella se logra una ingesta adecuada de vitaminas y

minerales antioxidantes®.
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1.4 ACIDO GRASO DOCOSAHEXAENOICO

1.4.1 Estructura del acido graso docosahexaenoico

Los AG son compuestos orgdnicos formados por una cadena
hidrocarbonada que presenta un grupo carboxilo en un extremo de la cadena y
un grupo metilo en el otro. Estos compuestos pueden ser clasificados
dependiendo del numero de dobles enlaces en su cadena hidrocarbonada (grado
de insaturacién) y niimero de atomos de carbono. Aquellos AG que no presentan
dobles enlaces se denominan AG saturados (AGS), mientras que los que si
cuentan con dobles enlaces en su estructura son llamados AGI. Estos altimos, a su
vez, se subdividen en monoinsaturados (AGMI) y AGPI, con uno y 2 o mas
dobles enlaces, respectivamente. Por ultimo, los AG pueden ser clasificados segun
el numero de atomos de carbono en AG de cadena corta (hasta 6 atomos de
carbono), media (8-12), larga (14-18) y muy larga (superior o igual a 20 atomos de

carbono)!?.

Ademas, los AGI se dividen en 4 series o familias dependiendo del AG a
partir del cual son sintetizados, y su nomenclatura hace referencia a la posicion

del primer doble enlace desde el extremo del grupo metilo'?:
» Serie n-3 derivada del acido a-linolénico (ALA; 18:3n-3) (Figura 13).
» Serie n-6 derivada del acido linoleico (AL; 18:2n-6) (Figura 13).
» Serie n-7 derivada del dcido palmitoleico (16:11-7).
= Serie n-9 derivada del acido oleico (18:11-9).

Los 2 principales AGPI n-3 son los AG eicosapentaenoico (EPA) (20:51-3) y
docosahexaenoico (DHA) (22:6n-3). El DHA, también conocido como acido
cervonico o c¢-4,c-7,¢-10,c-13,¢-16,c-19-docosahexaenoico, es el AG mas insaturado

y de cadena mas larga comtinmente encontrado en los sistemas bioldgicos!3013!,

El DHA se encuentra principalmente en los fosfolipidos de las membranas

celulares de cortex cerebral, retina, testiculos y esperma'®.
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Figura 13. Estructura quimica de los acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6.

1.4.2 Fuentes e ingesta

Los AGPI AL y ALA no pueden ser sintetizados en el cuerpo humano'® y

son, por tanto, componentes indispensables en la dieta del ser humano?213,

El AL se encuentra principalmente en aceites vegetales tales como aceite de
girasol (63,2%), lino (55,0%), soja (51,5%) y maiz (50,4%)3>'%, y su metabolito
principal, el ARA, se encuentra en estado preformado en yema de huevo, leche y,
de forma destacada, en productos carnicos, carne roja y pollo'®”. Con respecto a
los productos carnicos, el contenido de AL y ARA en estos depende del tipo de
alimentacion empleada en el animal; asi, la carne de ganado de cria intensiva
alimentado con grano presenta un indice n-6/n-3 superior (7,65) al observado
cuando se emplea hierba/pasto (1,53), lo que justifica que algunos productos

carnicos pueden ser una fuente significativa de n-3 para algunas poblaciones,
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pero desgraciadamente su contenido en AGS es elevado'®. Con respecto al
pescado de piscifactoria, se sabe que 100 g de salmoén atlantico contiene 1150 mg
de ARA, mientras que 100 g de tilapia y pez gato contienen, respectivamente, 134
y 67 mg, encontrandose cantidad superiores a 300 mg en algunas tilapias de
América Central. Ademas, la tilapia es el pescado que mayor indice ARA:EPA
presenta (11:1)'%.

Aunque se pueden emplear productos de pescado y aceites ricos en AGPI
n-3 en la alimentacién animal, existe una creciente preocupaciéon en cuanto a la
sostenibilidad y coste de los primeros, por lo que se han estudiado otras
posibilidades como el aceite de lino. Asi, se han observado incrementos de AGPI
n-3 en productos carnicos de animales monograstricos (cerdos, aves y conejos) y
rumiantes sin necesidad de elevado tiempo de uso de suplementacion (entre 20 y

100 dias), clave en la realidad practica de la industria%.

El ALA se encuentra en alimentos derivados de plantas: semillas, aceites
vegetales y nueces (Tabla 4). Ademas, las hojas verdes de vegetales contienen una
proporcion, por lo general, superior al 50% de sus AG como ALA, aunque éstas
no son una importante fuente lipidica. Las semillas de lino, y su aceite, contienen
un 45-55% de AG como ALA, mientras que los aceite de soja y colza, y las nueces,
contienen en torno al 10% de sus AG como ALA. Otros aceites como aceite de

maiz y girasol, ricos en AL, contienen baja cantidad de ALA™!.

Tabla 4. Contenido de acido o-linolénico de aceites, semillas y nueces.

Fuentes g ALA/100 g
Semilla de calabaza 0,375
Aceite de oliva 0,757
Nueces negras 1,147
Aceite de soja 9,051
Aceite de colza 9,573
Aceite de nuez 10,397
Semilla de lino 17,279
Nueces de Inglaterra 18,926

Aceite de lino 62,201




82 CARLOS J. CONTRERAS FERNANDEZ

Ciertos productos carnicos son fuente de ALA: carne de ganado (22-32
mg/100 g) y de pollo (25 mg/100 g)'*. Asimismo, los huevos contienen una
pequefia cantidad pero potencialmente significativa de DHA preformado (18 mg
por huevo grande) y existen tejidos de mamiferos terrestres como el cerebro y ojo
que concentran DHA, pero estos tejidos no son consumidos habitualmente'*.
Como se comentd anteriormente, el ganado y las aves de cria extensiva, y sus
productos derivados como carne y huevos, presentan mayores proporciones de

DHA que aquellos criados de forma intensiva'#.

Sin embargo, las fuentes principales de los AGPI n-3 (ALA, EPA y DHA)
son los organismos marinos: pescado, mariscos y algas. Todos ellos se alimentan,
directa o indirectamente, de fitoplancton marino, producto principal de AGPI n-3
en la cadena trdfica®. Asimismo, los aceites de pescado son una fuente
importante de estos AG!#. Por el contrario, los peces no extractivos, alimentados

fuera de las fuentes marinas ricas en DHA, presentan una menor proporcion de
este AG!,

El pescado es la fuente principal de AGPI n-3 en la dieta humana en la
actualidad. Existen diferentes cantidades de AGPI n-3 y diferentes indices
EPA:DHA segun tipo de pescado, metabolismo, dieta, temperatura del agua y
temporada'#!. Asi, los peces de agua dulce contienen proporciones mas bajas de
AGPI n-3 que los peces marinos (de agua salada); el contenido en AGPI n-3 en
peces marinos es 5-10 veces superior“®. Dentro de los peces de agua dulce
destacan por su contenido en n-3 la trucha, especialmente la trucha gris, y la
lubina'¥. Ademads, los peces grasos de las familias Scombridae (caballa, atin,
bonito), Clupeidae (sardina, arenque, alosa) y Salmonidae (salmon plateado, del
Atlantico, jorobado, del Pacifico) son las especies con mayor cantidad de EPA y
DHA preformados'*® (Tabla 5).

Los aceites de pescado son obtenidos a partir de carne de pescado graso o
higado de pescado blanco, y por lo general presentan un 30% de su composicion
lipidica como EPA y DHA' vy, al igual que los pescados, presentan diferentes
indices EPA:DHAS; asi, el aceite de higado de bacalao es mas rico en EPA que en

DHA, mientras que el aceite de attin es mas rico en DHA que EPA™!.

Estudios sobre la distribucion de posicion de los AG en TAG de varios
aceites de pescado han mostrado que la mayoria de los AGPI estan unidos a la

posicién sn-2, lo que les confiere una mayor estabilidad contra la oxidacion'.
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Tabla 5. Contenido de acido eicosapentaenoico y docosahexaenoico (g/100 g) en
diferentes tipos de pescado’.

Nombre Comun C20:5n-3 (EPA) C22:6n-3 (DHA)
Caballa 1,10 2,56
Salmonete 0,91 1,66
Sardina 0,62 1,12
Salmén 0,50 1,00
Atun 0,24 0,98
Boquerdn fresco 0,14 0,80
Besugo 0,12 0,61
Bacalao 0,23 0,47
Merluza 0,10 0,54
Congrio 0,15 0,43
Pez espada 0,15 0,30
Galludo 0,04 0,03

El aceite de krill también es rico en EPA y DHA, y presenta un 45% de su
componente lipidico como DHA preformado'®. Estructuralmente, el aceite de
krill difiere con el aceite de pescado ya que los AGPI presentes en estos se pueden

encontrar como TAG y, principalmente, fosfolipidos!.

Ademas, algunos peces como pez espada, atun, y perca, entre otros,
presentan altos contenidos de metales pesados como mercurio (Hg), y sustancias
contaminantes orgdnicas tales como dioxinas y bifenoles policlorados (PCB), que
tienen un efecto toxico para la salud's. Por esta razon, y por la sobreexplotacion
pesquera, se han propuesto varias alternativas como fuentes de n-3, tales como

fitoplancton (microalgas) y plantas transgénicas'#-1>1.

Por ultimo, moluscos y crustaceos presentan una cantidad inferior de DHA
en comparacion con pescados y sus aceites derivados y aceites de microalgas,
pero son una fuente interesante de AGPI n-3. Asi, moluscos y crustaceos
presentan, respectivamente, un contenido de DHA de 0,71-2,95 g y 0,53-2,07 g por
cada 100 g de producto'®.
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Con respecto a los AGP]I, se recomienda una ingesta que constituya el 6-11%
de la energia total diaria'®>. Segtn la Asociacion Dietética Americana y Dietistas
de Canada, las ingestas de AGPI n-6 y n-3 deben aportar un 5-10% y 0.5-2% de la
energia total diaria, respectivamente, siendo el rango aceptable para ALA el 0,6-
1,2% de la energia total diaria. La Ingesta Adecuada (IA) para AGPI n-6 se cifra en
17 g/d para hombres y 12 g/d en mujeres, mientras que en el caso del ALA se cifra
en 1,6 y 1,1 g/d para hombres y mujeres, respectivamente, de edad comprendida
entre 19 y 70 afos; sin embargo, la IA es un dato observacional y no una
recomendacion en si'?®. En veganos se recomienda una ingesta de ALA de 2-4
g/d™®®. Por ultimo, no existe recomendacidn especifica para ARA, siempre y

cuando se cumpla el porcentaje recomendado para AL,

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), los hombres adultos y las mujeres adultas no embarazadas o
en periodo de lactancia deben consumir de forma global 0,25 g/d de EPA y DHA,
mientras que, en mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, se debe
consumir 0,3 g/d para asegurar un estado de salud materno adecuado y un
desarrollo ¢ptimo del feto o del lactante!. Sin embargo, para lograr una salud
cardiovascular adecuada, se recomiendan dosis mas elevadas. Asi, la Asociacion
Dietética Americana de Canadd y la Asociacion de Corazén Americana

recomiendan ingestas conjuntas de EPA y DHA cifradas en 0,5-1,0 g/d*®.

Ademas, existen recomendaciones especificas segin edad. En los 6 primeros
meses de vida, el ARA debe corresponder al 0,2-0,3% del total de AG, mientras
que el DHA debe corresponder al 1,5%; en esta etapa de la vida el DHA debe ser
considerado condicionalmente esencial debido a la alta variabilidad de formacion
de este AGPI (1-5%). Pasada esta etapa, y hasta el afio de edad, el DHA debe ser
aportado en cantidades de 10-23 mg/kg de peso; ademas, AL y ALA aportaran,
respectivamente, el 3-4,5% y el 0,4-0,6% de la energia total diaria. Entre los 12 y 24
meses de vida se recomiendan las mismas cantidades recomendadas entre los 6
meses y el afo de vida. Pasados los 2 afios, se recomienda que los AGPI aporten
el 11% de la energia total diaria. Asimismo, la recomendacion de consumo global
de EPA y DHA es de 100-150 mg/d para nifios/as de 2-4 afos, 150-200 mg/d para
nifios/as de 4-6 afios, y 200-300 mg/d para nifios/as de 6 a 10 afios. Sin embargo, a
partir de esta edad, los estudios no permiten definir un consumo diario

recomendado global de EPA y DHA vy, por ello, se recomiendan hdbitos que
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prevengan enfermedades cronicas como consumir pescado rico en grasa al menos
2 veces a la semana (en torno a 224 g de pescado en total), al igual que en
adultos'™. Asimismo, se ha afirmado que la evidencia disponible es insuficiente
para formular valores de ingesta cuantitativa para EPA y DHA en nifos/as; sin
embargo, parece razonable realizar las mismas recomendaciones en nifios/as que
en adultos, es decir, consumo regular de 2 raciones de pescado graso por

semanal!®.

La ingesta global mundial de AGPI n-6 corresponde al 5,9% de la energia
total diaria, siendo el consumo superior a las recomendaciones sdlo en el 52,4% de

la poblacion mundial adulta'>®.

La ingesta media de AL en la dieta occidental comun es de 15 g/d, mientras
que la ingesta media de ALA es de 1,5 g/d'¥, pudiendo variar entre 0,5y 2 g/d'%;
por géneros, el hombre muestra un consumo de AL y ALA superior que las
mujeres: 17,84 y 1,77 g/d para hombres, y 13,33 y 1,38 g/d para mujeres'?.
Ademas, la ingesta media de ARA es de 50-250 mg/d"®.

Existe una gran variabilidad con respecto al consumo de AGPI n-3 de
fuentes vegetales, siendo la ingesta media global de 1371 mg/d (Figura 14). Asi, el
17,8% de la poblaciéon adulta mundial presenta un consumo inferior a 500 mg/d, y
sOlo en 52 de las 187 naciones analizadas la ingesta es superior o igual a 1100

mg/d para una ingesta dietética diaria de 2000 kcal'®.

Con respecto a la ingesta media global de n-3 de origen marino, ésta se cifra
en 163 mg/d y presenta una gran variacién (Figura 15). Asi, el 66,8% de la
poblacion adulta mundial presenta un consumo inferior o igual a 100 mg/d, y solo

en 45 de las 187 naciones analizadas la ingesta es superior o igual a 250 mg/d'*.

En Espafia, el 79,2% de la poblaciéon presenta un consumo inferior al 6% de
la recomendacion para AGPI; se ha observado que los AGPI aportan el 5,19 +
1,4% de la energia total diaria. Con respecto a los AGPI n-3, estos aportan el 1,85 =
0,82% de la energia total diaria, con un aporte inferior al 1% en el 85,3% de los
individuos. En lo que respecta al EPA y DHA, se ha observado que el consumo
conjunto es de 0,55 = 0,58 g/d y que el consumo recomendado de 0,5 g/d no es
superado por el 64,6% de la poblacion'®.
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Figura 14. Ingesta de 4cidos grasos poliinsaturados n-3 de fuentes vegetales (mg/d)
para adultos de edad superior o igual a 20 afios'*.
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Figura 15. Ingesta de acidos grasos poliinsaturados n-3 marinos (mg/d) para adultos de
edad superior o igual a 20 afos'®.
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El ser humano ha evolucionado consumiendo, aproximadamente,
cantidades iguales de ARA y DHA. Sin embargo, la dieta occidental ha sido
modificada considerablemente en los tltimos 100 afios, lo que a nivel evolutivo es
un tiempo extraordinariamente corto. En esta etapa, y favorecido por las
revoluciones industrial y agricola, se ha producido un incremento del consumo
de grasas dietéticas; se ha incrementado el consumo de AGS y grasas trans, con
un desplazamiento del indice AL:ALA en favor del primero, debido al
incremento del consumo de aceites de semilla, ricos en AL, al consumo de ganado
y aves alimentadas a partir de estas semillas y aceites, y de grasas vegetales
hidrogenadas, con una reduccién concomitante en la ingesta de alimentos con
alto contenido en ALA y alimentos con alto contenido en EPA y DHA
preformados como el pescado. En el ultimo siglo se ha producido un incremento
de la incidencia de enfermedades cronicas relacionadas con la dieta (enfermedad
cardiovascular y, mas recientemente, patologias neurodegenerativas) lo que
algunos autores han atribuido a una proporcién inadecuada de DHA en los

fosfolipidos de membrana'?137.160,

La dieta del cazador-recolector se caracterizaba por un relaciéon n-6/n-3 de
1:1'%, sin embargo, en la dieta occidental actual se observan indices de entre 10:1
y 30:112138148157161 En Espafia, este indice es de 7,10 + 6,63 a 1'®. En este sentido, se
ha observado que individuos joévenes que llevan a cabo una dieta tipica
mediterrdneo o individuos de Japdén, ambas con alto contenido en pescado,
muestran un indice 2:1 a nivel sanguineo, mientras que individuos jovenes
consumidores de “fast food”, habito caracteristico de la dieta occidental,

presentan un indice de 25:11%,

Una dieta con una relacion n-6/n-3 a favor de los AGPI n-6 favorece la
formacion de eicosanoides proinflamatorios y proagregantes, en contra de los
eicosanoides con caracter menos inflamatorio y antiagregante formados a partir
de los n-3138157161 Juynto con otros muchos factores, los altos niveles de AL
observados en la dieta occidental son responsables del relativamente reciente
incremento en enfermedades crdnicas, principalmente aquellas asociadas con

inflamacion incluyendo cancer, enfermedad coronaria, artritis y diabetes!®.

Por ello, controlar el consumo de AL y ALA, y sus respectivos metabolitos,
favoreciendo la formacion de eicosanoides con caracter beneficioso, es de gran

interés nutricional’®'¥. Asi, para una salud Optima, se recomienda un indice
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n-6/n-3 de 4:1'%148 aunque, segun la FAO no existe argumento para una
recomendacién especifica del indice n-6/n-3 si la ingesta de AL y ALA se

encuentra en los porcentajes recomendados!>.

En comparacion con omnivoros, los hombres vegetarianos y veganos
muestran, respectivamente, niveles inferiores de EPA del 28 y 53%, y de DHA del
31y 59%, sin relacion entre el tiempo de seguimiento del tipo de dieta vegetariana
o vegana y los porcentajes de EPA y DHA a nivel plasmatico. Por ello, se
concluye que cuando se excluyen productos animales de la dieta, la sintesis
endogena de EPA y DHA resulta en cantidades bajas pero estables a nivel

plasmatico’®2.

El consumo de 2 raciones de pescado a la semana, siendo una de éstas
pescado graso, supone un aporte de 0,2 g/d de EPA y DHA'%, y el consumo de 2
raciones de pescado graso por semana permite la ingesta de 0,5 g/d4. Sin
embargo, existe una dificultad a la hora de cubrir las recomendaciones de EPA y
DHA,; desafortunadamente, muchos individuos son resistentes a consumir
pescado por razones tales como molestia gastrointestinal, sabor y olor a
pescado'®, seguimiento de dieta vegana y alergias. Por estas razones, han surgido
diversas estrategias para lograr cubrir las recomendaciones que incluyen:
alimentos (especialmente pescado graso), alimentos fortificados y/o enriquecidos,

y empleo de suplementos!®.

Como alternativa a la ingesta de pescado o al uso de aceites de pescado, se
ha examinado la efectividad de la ingesta de n-3 de fuentes vegetales, sin
embargo, se ha observado que la conversiéon de ALA a EPA y DHA en humanos
es limitada. Ahora bien, aunque el uso de ALA y metabolitos n-3 no debe
desaconsejarse, el consumo de EPA y DHA preformado es mucho mas efectivo.
Asimismo, la incorporacion de n-3 en alimentos comunes se muestra prometedor
dado el incremento del DHA plasmatico, la modesta reduccion de TAG y la falta
de efectos adversos observados con la ingesta de alimentos fortificados con AGPI

n-3 microencapsulado’®.

Por esta razon, se ha llevado a cabo un incremento del enriquecimiento o
fortificacion de algunos alimentos con bajo o nulo contenido en EPA y DHA con
aceites de pescado (Tabla 6): productos para untar, lacteos y derivados, pan y
productos de panaderia, zumos y bebidas no alcoholicas, y huevos, entre otros.

Ademads, como se comentd anteriormente, en la alimentacion de animales de
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granja se han adicionado AGPI n-3, lo que resulta en un incremento del contenido

de estos AG en productos como la carne, leche (de vaca, oveja y cabra) y huevo!®.

Tabla 6. Productos enriquecidos/fortificados con  acidos
eicosapentaenoico y docosahexaenoico.

Producto Racion EPA+DHA (mg) DHA (mg)
Panes y pasta 100 g 8-80 36
Leche 250 ml 10-190 60
Huevos 1 (50g) 86-150 150
Derivados carnicos 100 g 88-190 135
Aderezo de ensalada 14-31g 60-700 60-700
Margarina y untables 10-100 g 60-150 60-150
Pizza 1 porcion 32 32
Barritas nutritivas 50g 3-115 115
Zumos 170 ml 100 100

Con respecto al uso de suplementos de AGPI n-3, los suplementos de ALA
incrementan el contenido de EPA y DPA en células plasmaticas circulantes, pero
no incrementa significativamente el DHA plasmatico. El uso de suplementos de
ésteres de EPA purificado incrementa tanto EPA como DPA, pero no modifica el
DHA plasmatico. Ademas, la suplementacion con acido esteariddnico (18:4n-3)
incrementa significativamente el contenido de EPA en comparacion con ALA,
pero tampoco conlleva un incremento considerable del contenido de DHA. Por
ultimo, y de forma contraria a los anteriores, el uso de suplementos de DHA
preformado conlleva una rdpida incorporacion de este AG al torrente sanguineo,
con un incremento dosis-dependiente del contenido de DHA en fosfolipidos

plasmaticos cuando se suministran varias dosis durante 14 dias'®.

Por tanto, es evidente que tanto el enriquecimiento de alimentos de
consumo habitual como el uso de concentrados es una herramienta util desde un
punto de vista nutricional. Ambas situaciones suponen una contribucion
significativa a la ingesta de EPA y DHA preformado, especialmente en aquellos
individuos que no consumen o consumen poco pescado, debido a la dificultad

que entrafia modificar los habitos alimenticios de una sociedad completa.
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1.4.3 Conversion

El organismo humano puede sintetizar la mayoria de los AG de novo a partir
del acetil coenzima A por accion conjunta de la acetil coenzima A carboxilasa y la
sintetasa de AG. Ademas, dispone de sistemas de elongacion (enzimas elongasa)
de la cadena de AG que permiten aumentar los atomos de carbono hasta 18 en
AGS y hasta 24 en AGI, y sistemas de desaturacién (enzimas desaturasa) que
posibilitan la introducciéon de dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada. Sin
embargo, como consecuencia de la carencia de las enzimas necesarias para
sintetizar AL y ALA (desaturasas delta 12 y 15), los dobles enlaces no pueden ser
introducidos en posicion posterior al Co contando desde el grupo metilo'1¢”. Por
tanto, AL y ALA son considerados AG esenciales (AGE) y deben ser aportados a
través de la dieta’?'3. Por el contrario, los vegetales presentan estas desaturasas y
pueden sintetizar estos AGPI a partir del acido oleico mediante la inserciéon de
dobles enlaces entre el Cis y el extremo metil de la cadena hidrocarbonada'.
Asimismo, algas marinas y peces de agua fria sintetizan AGPI n-3 (EPA y DHA) a
partir de ALA gracias a la accion de la desaturasa delta 4 1959, ademas, estos

ultimos acumulan AGPI n-3 gracias al consumo de fitoplancton, rico en DHA3.

En el organismo humano, ALA y AL son convertidos en sus metabolitos de
cadena larga o muy larga (Figura 16) principalmente a nivel hepatico, aunque
también a nivel cerebral (conversion de ALA a DHA) y coronario (conversion de
ALA a EPA). Por tanto, los metabolitos n-3 y n-6 no son formalmente AGE,
Dicha conversion engloba la accion de las desaturasas delta 6 (DD6) y 5 (DD5), y
de las elongasas 2 (E2) y 5 (E5)"!. La via de conversion del AL en sus metabolitos
tiene como resultado principal ARA mientras que, en el caso de la serie n-3, la

conversion de ALA dara como resultado, principalmente, EPA y DHA!65172,

La conversion de AL a ARA es una via relativamente corta en comparacion
con la conversion de ALA a DHA, ya que consiste en 2 desaturaciones y una
elongacion de cadena: DD6, E5 y DD5. Sin embargo, ALA es convertido a DHA
de forma mas lenta a causa de la necesidad de varios pasos adicionales'”®. La
conversion de ALA en EPA se lleva a cabo de igual forma que la conversién de
AL en ARA, mediante la accion de DD6, E5 y DD5, respectivamente. Sin

embargo, tras la sintesis de EPA se produce adicion de 2 carbonos para formar
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AG docosapentaenoico (DPA) (E2), adicién de 2 carbonos posteriormente para
producir 24:51-3 (acido tetracosapentaenoico) (E2), desaturacion para formar la
molécula intermedia 24:6n-3 (acido tetracosahexaenoico) (DD6), y traslocacion del
24:6n-3 desde el reticulo endoplasmatico a los peroxisomas donde 2 carbonos son
eliminados por f-oxidacion para formar DHA (via Sprecher). Por ultimo, EPA y
DPA pueden también ser sintetizados a partir de DHA mediante retroconversion
debida a la limitada f-oxidacion de los peroxisomas'#1¢$171; salvo la f-oxidacion,
llevada a cabo en los peroxisomas, todos los pasos de conversion de AL y ALA en

sus respectivos metabolitos se producen en reticulo endoplasmatico’®’.

Las enzimas elongasa y desaturasa son compartidas por los AGPI n-3 y n-6;
por tanto, la conversion de los precursores “padre” en sus metabolitos esta
influenciada significativamente por la ingesta dietética de grasas'®1%. Asi, una
dieta con una ingesta excesiva de AL conlleva una reduccién de la conversion de
ALA a EPA y de la conversion del 24:51-3 a 24:6n-3, lo que inhibe la formacién de
DHA, y reduce la incorporacién de EPA y DHA a las membranas tisulares por
competicion para la esterificacion en la posicion sn-2 de los fosfolipidos'®!. Por el
contrario, cuando la ingesta de ALA se incrementa, y como consecuencia de la
mayor afinidad del DD6 por éste, la conversion de AL en gamma-linolénico se
reduce; asi, para inhibir en un 50% la formacion de este AG se requiere solamente
una décima parte de ALA en comparacion con AL". Por tanto, los niveles
tisulares de AGPI n-3 y n-6 pueden ser regulados simplemente modificando el
contenido de AL y ALA en la dieta'”®. Aunque existe controversia, parece ser que
la conversion de ALA en sus metabolitos es mas dependiente de la ingesta total
de AL y ALA que del indice AL:ALA'’. En este sentido, se ha observado que
cuando se reduce la ingesta de AL, en una situaciéon de ingesta de AGPI de
relacion 7:1 en favor de AL, se produce un incremento de la proporcién de ALA
que es convertido a EPA y de la cantidad absoluta de DHA sintetizado'””. Ahora
bien, se sabe que una dieta muy rica en ALA, aunque incrementa la sintesis de
EPA, puede reducir la sintesis de DHA debido a la inhibicion de la desaturacion
(DD6) del 24:5n-3'72.
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Ademas, los pasos finales en la via de conversion de ALA a DHA son
parcialmente controlados por la concentracion de DHA preformado en la dieta,
de modo que si la ingesta de DHA es elevada los indices de conversion se
reducen, pero cuando la ingesta es baja la conversion se ve incrementada para
compensar el déficit'®”. Esta reduccion de conversion se debe a la inhibicion de la
elongacién de EPA a DPA y no a la inhibicién de la desaturacién del ALA a
18:4n-3'7%. En este sentido, se sabe que el consumo de DHA y EPA puede reducir
la conversion de DPA a DHA en un 70%'%; también se ha sugerido que los
vegetarianos o no vegetarianos que no consumen pescado presentan una
conversion incrementada en comparacion a los no vegetarianos que si consumen
pescado de forma habitual al haberse observado que los primeros presentan un
mayor indice precursor-producto (ALA:EPA+DHA)'7.

Por altimo, la actividad de las enzimas desaturasas y elongasas puede ser
inhibida por factores como AGS, colesterol (CT), AG trans, alcohol, adrenalina y
glucocorticoides. Asimismo, elementos como Zn* y magnesio (Mg?) son

necesarios para el normal funcionamiento de las desaturasas'”.

Existe una clara evidencia de que la sintesis de EPA y, especialmente DHA,
a partir de ALA estd extremadamente limitada en humanos'®'7°180, Asi, la
conversion para EPA y DHA a partir de ALA es, respectivamente, inferior al 5-6%
y 0,1%, pudiendo ser estos porcentajes inferiores en individuos que presentan
variantes genéticas del complejo génico desaturasas como, por ejemplo, el

Sindrome Zellweger!*.

Sin embargo, existe una diferencia de género en la conversion de ALA en
sus metabolitos n-3. Asi, tras el consumo de 700 mg de ALA (isétopos estables de
ALA etiquetado), en hombres se observo una conversion del 7,9% para EPA, 8,1%
para DPA y 0% para DHA'™S!, mientras que en mujeres no embarazadas se observo
una conversion del 21,1% para EPA, 59% para DPA y 9,2% para DHA, siendo
mayores los resultados en mujeres que consumian pildora anticonceptiva'®2. La
capacidad incrementada de conversion en mujeres se debe a la regulacion al alza
por accion de los estrogenos!”. Ademas, esta mayor conversion también se debe,
en parte, al menor indice de utilizacion del ALA para p-oxidacion'®3184 También
existe una reduccion en la conversion de ALA relacionado con la edad debido a la
reduccion de la DD6'%, aunque esta situacion puede ser paliada mediante terapia

hormonal sustitutiva en mujeres postmenopausicas'”.
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Los periodos fetal y perinatal son momentos criticos en el desarrollo del
individuo. Asi, el aporte de AG en estas etapas es esencial para un desarrollo
optimo de cerebro y retina'”, y se sabe que las perturbaciones nutricionales en
estos periodos conllevan efectos negativos de larga duracién sobre la salud
cardiovascular y metabdlica de los individuos!”2. El feto humano en desarrollo
asimila al menos 400 mg de DHA por semana durante el tltimo trimestre, aunque
este dato solo hace referencia a los requerimientos de cerebro, tejido adiposo e
higado, por lo que la demanda global para DHA probablemente es
sustancialmente mayor. Ya que las actividades de las desaturasas en el higado
humano en desarrollo es menor que en adultos, el alcance de la cantidad para
satisfacer las necesidades de DHA de fetos y neonatos debe ser mayor. Por
consiguiente, la asimilacion de DHA por parte del feto tiene que ser cubierta
principalmente por el aporte de DHA a partir de la madre'® que, a su vez,
depende de la capacidad para sintetizar estos metabolitos a partir del ALA
dietético, de la ingesta de EPA y DHA preformado, y de las reservas tisulares de

la madre?s2.

Tanto en el embarazo como tras el nacimiento, el DHA en cantidad
suficiente es esencial porque éste es el AG estructural predominante en el sistema
nervioso central y retina, y su disponibilidad es crucial para el desarrollo del
cerebro'®. Asi, por esta razdn, y porque su produccion podria ser inadecuada en
ciertas condiciones (por ejemplo, periodos de crecimiento), algunos autores
consideran al DHA como un nutriente condicionalmente esencial, aun pudiendo
ser sintetizado de forma endogena'®. En este sentido, se sabe que el consumo de
10,7 g de ALA por dia por parte de la mujer lactante incrementa la concentracion
de ALA en plasma, eritrocito y leche materna. Sin embargo, el consumo

incrementado de ALA no altera la concentracion de DHA en la leche materna®.

1.4.4 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad se define como la fraccion de un nutriente que es
absorbido y transportado a la circulacién sistémica (biodisponibilidad a corto

plazo) o al lugar de actividad fisiologica (biodisponibilidad a largo plazo)#.

Con respecto a la biodisponibilidad a corto plazo, se sabe que el proceso

global de digestion y absorcion de lipidos se caracteriza por ser altamente eficaz,
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siendo absorbidos el 95% o mas de los lipidos ingeridos!®. En este sentido, acido
oleico, AL y ALA presentan un grado de absorcién similar, siendo la absorcion de
éste ultimo del 96% de la dosis administrada de 750 mg durante 5 dias'®.

A nivel intestino delgado, la absorcion de AG es equivalente para los AG
derivados de triglicéridos (TAG) y fosfolipidos!®s. La velocidad de absorcion varia
segin el nimero de atomos de carbono; la absorciéon de AG de cadena media es
mas rapida, en comparacion con AG de 14 dtomos de carbono o mas, al poder ser
disueltos en la fase acuosa y, por tanto, absorbidos, unidos a albuimina y

transportados al higado directamente via porta'®.

Una vez absorbidos al enterocito, los AG de 12 o menos atomos de carbono
son directamente transferidos a sangre y linfa, mientras que los AG con 14 dtomos
de carbono o mas son re-esterificados en TAG y formaran, junto a ésteres de CT,
fosfolipidos y apolipoproteinas, los quilomicrones (QM) en el enterocito. Tras su
formacion, los QM seran liberados a la linfa y, posteriormente, al torrente

sanguineo via conducto toracico evitando el paso por el higado'’.

Con respecto a los AGPI n-3, se ha observado que su biodisponibilidad a
corto plazo depende de diversos factores: enlace quimico, ingesta concomitante
de alimentos, presencia de otros componentes en los alimentos, edad, variaciones

individuales y forma galénica.

De todos estos factores, el tipo de enlace quimico es el que influye en mayor
medida sobre la biodisponibilidad de AGPI n-3'°. En este sentido, la mayor
biodisponibilidad se observa en TAG re-esterificados (TAGr), seguidos de TAG
naturales, AG libres y AG en forma de éster etilico (EE); asi, para un consumo de
3,3 g EPA+DHA durante 2 semanas, la biodisponibilidad de EPA+DHA en TAGr
es un 124% en comparacion con TAG naturales (aceite de pescado natural),
mientras que la de los AG libres y AG en forma de EE es un 86 y 73%,

respectivamente, al comparar con los TAG naturales'.

En cuanto a los TAGr, su mayor biodisponibilidad en comparacion con los
TAG naturales se debe probablemente a la posicion del AG en el TAG; en TAG
naturales los AG de cadena larga se localizan en posicion sn-2. Por el contrario,
los TAGr contienen mayores cantidades de AG de cadena larga en las posiciones
sn-1 y sn-3, lo que facilita la accion de las lipasas pancredticas. Ademads, se ha

sugerido que la mayor biodisponibilidad de los TAGr se debe a la presencia de
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monoglicéridos y diglicéridos que facilitan la formacion de micelas y, por tanto, la
absorcion de AG de cadena larga al enterocito'®. Sin embargo, el indice de
absorcién de los AG en posicion sn-2 es mayor que en posicion sn-1y 3 debido a

que los monoglicéridos son absorbidos mas rapidamente que los AG libres'®’.

El término re-esterificacion se emplea en productos elaborados a partir de
aceites de pescado. En este proceso, en torno al 30% del contenido de TAG es
transferido a EE y, posteriormente, concentrado molecularmente para retirar la
cadena corta y los AGS, incrementando asi el contenido de EPA y DHA hasta,
aproximadamente, un 60%. Finalmente, los AG en EE son reconvertidos

enzimaticamente a TAGY!.

Por ultimo, se ha sugerido que la biodisponibilidad de los TAGr es inferior
a los suplementos que presentan los AG en forma de fosfolipidos como, por
ejemplo, el aceite de krill'$8. Sin embargo, existen pocos estudios al respecto y los

estudios llevados a cabo muestran resultados contradictorios!sé.

Con respecto a la influencia de la ingesta concomitante de alimentos y a la
presencia de ciertos componentes de estos, diversas sustancias como fibras
dietéticas y proteinas pueden alterar la biodisponibilidad de AGPI n-3. Ademas,
otros componentes tales como cationes multivalentes (Ca®2 y Mg*?) pueden formar
un complejo con AG libres, reduciendo asi su biodisponibilidad'®’. Por el
contrario, la presencia de grasas en la ingesta que acompana a la toma de un
suplemento de AGPI n-3 mejora la digestion y absorcion de estos n-3 debido a la

mayor estimulacion de la liberacion de las lipasas pancreaticas'®.

En referencia a la edad, se ha observado una mayor incorporacién de DHA
a los lipidos plasmaticos en individuos mayores (70-78 afios), en comparacién con
individuos jovenes (22-26 afnos). Por el contrario, la incorporaciéon de EPA fue
similar para ambas edades'. Con respecto al contenido en la membrana de
eritrocitos, se ha observado que el contenido de EPA y DHA esta directamente
relacionado con la edad, siendo mayor el contenido de estos en individuos de

edad avanzada'*s.

En cuanto a las variaciones individuales, la absorcién de los AG es un
proceso que engloba varios pasos y es regulado, principalmente, por la presencia
de proteinas de unién de AG en la membrana apical de los enterocitos, lo que

indica que la absorcion es regulada por multiples genes a nivel enterocito. Por
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tanto, su eficiencia puede estar determinada por factores que influyen en estos

transportadores de membrana'*.

En lo que respecta a la forma galénica, se ha observado que diversas
técnicas tales como preemulsificacion, microencapsulacion y empleo de

suplementos encapsulados pueden modificar la biodisponibilidad a corto plazo.

La emulsificaciéon es un paso importante en la digestion y absorcion de
grasas, por tanto, el proceso de preemulsificacion puede mejorar ambos procesos.
Asi, se ha demostrado que la preemulsificacion acelera la absorcion de EPA y
DHA"> debido a la formacion de gotas de lipidos mas pequefas, lo que
disminuye el tiempo de vaciado gastrico y facilita la accién de las lipasas
pancreaticas. Sin embargo, este proceso sdlo mejora la absorcién de EPA, no

afectando a la absorcién del DHA!19%.

La microencapsulacién es un proceso clave al reducir la oxidacion del aceite
de pescado empleado para fortificar productos alimentarios; los AGPI de los
aceites de pescado pueden ser oxidados en presencia de luz y Oz, dando lugar a la
formacion de aldehidos que derivan en un olor y sabor desagradable!””. Ademas,
este proceso mejora la biodisponibilidad ya que el aceite microencapsulado

presenta una rotura mas sencilla de gotas de aceite por accion de las lipasas'®.

Por ultimo, se ha observado que, comparado con el uso de aceite de pescado
emulsionado, el empleo de capsula en suplementos de aceites de pescado reduce
significativamente la concentracion de EPA y DHA en plasma a las 2 h de la
ingesta. Sin embargo, a las 26 h no se observaron diferencias de concentracién
para DHA™, lo que sugiere que la biodisponibilidad global del DHA no se ve

influenciada por el empleo de capsula en los suplementos de AGPI n-3.

Existen diversos marcadores que indican la biodisponibilidad a corto plazo:
EPA en fosfolipidos plasmaticos, y DHA en TAG y fosfolipidos plasmaticos, entre
otros'®. Aunque la biodisponibilidad a corto plazo es tutil para evaluar la
velocidad y cantidad de AGPI n-3 absorbidos, no lo es para evaluar la cantidad de
n-3 depositados en los tejidos diana. En este sentido, el mejor marcador de
biodisponibilidad a largo plazo es el contenido de DHA en la membrana de los
eritrocitos, correlacionando adecuadamente con las concentraciones de AG de

cadena larga n-3 en la membrana celular de tejido miocardico, hepatico y renalse.
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Asi, éste es un buen marcador a distintas dosis y es efectivo en adultos, nifos,

adolescentes, y mujeres embarazadas y lactantes!*.

Sin embargo, existen diferentes elementos que pueden afectar la llegada de
EPA y DHA a la membrana de los eritrocitos: proteinas ligadoras de AG (por
ejemplo la proteina vinculante de acidos grasos 2), enzimas de metabolizacion
(coenzima A ligasa 4 de 4cidos grasos) y transportadores de membrana (CD36).
Asimismo, polimorfismos en el gen COX-2 se asocia a menores niveles de DHA

en eritrocitos!®.

145 Mecanismos de accion

Existen 4 mecanismos interrelacionados por los cuales los AGPI n-3

influyen, directa o indirectamente, en el comportamiento celular'*! (Figura 17):

* Generacion de cambios en la composicion de los fosfolipidos de la

membrana celular.

* Influencia sobre receptores o sensores intracelulares, o de

membrana, de AG.
= Modulacion de concentraciones de metabolitos.

* Influencia sobre factores como la oxidacion de la LDL y el estrés

oxidativo.

(n-3) fatty acid exposure

Receptors Membrane composition
Raft assembly +— Fluidity Substrates for

eicosanoids,
resolvins etc.

P

Signals

Improved

Cell responses — Altered physioclogy * health

Figura 17. Mecanismos de accién de los acidos grasos poliinsaturados
n-3 que pueden influir en la funcion celular’*!.
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La composicion de los fosfolipidos de la membrana celular es determinada
por la ingesta de AG. Asi, ARA, acido dihomo-gamma-linolénico, EPA y DHA son
incorporados en posicion sn-2 de los fosfolipidos®®, por competicion'®, e influyen
en las propiedades biofisicas de membrana tales como fluidez, elasticidad,
permeabilidad y formacion de microdominios denominados lipid rafts (LR)'$201, y
en la funcién de los constituyentes de membrana como receptores,

transportadores, canales idnicos y enzimas de sefializacion'®.

En comparacion con otros AGPI, el DHA mejora la fluidez de membrana
por su niumero de insaturaciones y por la capacidad para adquirir una estructura
ligeramente helicoidal'**. EPA y DHA incrementan la permeabilidad de la
membrana pero el DHA genera un incremento superior por su mayor longitud de
cadena, numero de insaturaciones, y capacidad para reducir el contenido de CT
en la membrana celular'®?!, lo que se asocia a mayor flexibilidad de las
membranas en presencia de DHA y, por tanto, menor sensibilidad al estrés

mecanicol4,

Los LR son microdominios, constituidos por esfingolipidos, CT vy
fosfolipidos que contienen AGS, distribuidos a lo largo de la membrana celular;
ademads, se localizan en organelas intracelulares como aparato de Golgi y
mitocondria®?. Los LR proporcionan un ambiente lipidico mas ordenado que la
membrana en si, debido a interacciones entre CT, esfingolipidos y AGS que
contienen los fosfolipidos®, y su contenido en CT influye en la rigidez de la
membrana celular®!. En este sentido, los AGPI n-3, y el DHA de forma destacada,
modifican no sélo la composicion de los fosfolipidos de membrana, sino también
la composicion de los fosfolipidos de los LR, lo que genera membranas menos
rigidas al favorecer dominios con menor contenido en CT debido a la baja
afinidad del DHA con éste?®. Ademads, actiian como plataformas de sefalizacion
en respuesta a un estimulo'¥'. De este modo, cuando una molécula se une a su
receptor, se producen uniones dirigidas por interacciones lipido-lipido y lipido-
proteina que conlleva la mejora de la funcion de las proteinas de la membrana

celular202,

Ademas, los fosfolipidos de la membrana son fuente de AGPI no
esterificados liberados que pueden actuar como ligandos para diversos factores
de transcripciéon y como precursores para la sintesis de distintos mediadores

lipidicos.
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Los AGPI n-3 pueden actuar como segundos mensajeros o como sustitutos
de los segundos mensajeros de las vias de transduccion de sefial (fosfolipidos de
inositol: diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato; adenosin monofosfato ciclico)®.
De forma especifica, el DHA puede interactuar directamente con diversos factores
de transcripciéon y receptores celulares especificos, lo que le confiere una

capacidad de regulacion potencial sobre un gran nimero de genes?*.

Como ligandos de factores de transcripcion, los n-3 actian sobre los
receptores activadores de proliferacion del peroxisoma (PPAR), PPARay PPARy,
el receptor hepatico X alfa, el factor nuclear hepatico 4, el factor de transcripcion
insulinico 1, y el NF-xB*®. De este modo, estos AG alteran la actividad de los

factores de transcripcion y, por tanto, modifican la expresion génica®.

En cuanto a los PPAR, se ha sugerido que EPA y DHA muestran un papel
agonista en esta via'® (Figura 18). Con respecto a su accion biologica, el PPAR-a
regula genes implicados en la homeostasis de las lipoproteinas de alta densidad y
QM, y varias enzimas implicadas en lipogénesis y oxidacion de AG; y el PPAR-y
juega un rol central en la diferenciacién de adipocitos y sensibilidad a la insulina,

y regula genes relacionados con el almacenamiento y metabolismo lipidico'.

Ademas, los AGPI n-3, principalmente el DHA?, inhiben la activacion del
NF-«B a través de diversas vias. El NF-kB modula genes implicados en las vias de
sefializacion inflamatoria e incrementa la expresion de diversas citokinas tales
como el factor de necrosis tumoral o (TNFea) y diversas IL (15 2, 6, y 12),
moléculas de adhesion (molécula de adhesion celular vascular 1), y enzimas
efectoras inducibles como iNOS, COX 2 y PLA»41,
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A (n-3) PUFA

“--.___Intracellular
metabolites

COX-2

TNF Decreased inflammation
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ACO Peraxisome proliferation
CYP4A Increased fatty acid oxida
FABP Hypolipidemia
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Target genes Biological response
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Figura 18. Vias de los receptores activadores de proliferacion del peroxisoma alfa y
gamma'#l,

Acil-CoA oxidasa (ACO), Adiponectina (Adipo), Proteina relacionada con la
diferenciacién de adipocito (ADRP); Apolipoproteina A (ApoA), Proteinas CCAAT
potenciador de unién (C/EBP), Citocromo P450 4A (CYP4A), Proteina ligadora de AG
(FABP), Ligando (L), LPL, Receptor de 4cido retinoico (RXR).
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Con respecto a la sintesis de mediadores lipidicos, los AGPI n-6 y n-3
compiten como sustratos de enzimas que controlan la formacion de diversos
mediadores lipidicos, tales como eicosanoides y docosanoides, los cuales regulan
la iniciacién, magnitud y duracién de las respuestas inflamatorias. Asi, varios
mediadores producidos a partir de los AGPI n-6 tienen funciones
proinflamatorias, mientras que aquellos derivados de los AGPI n-3, y algunos
derivados de los AGPI n-6, presentan funciones menos inflamatorias o

propiedades resolutivas del proceso inflamatorio?®.

Los eicosanoides derivan de AGPI n-3 y n-6 de 20 atomos de carbono,
mientras que los docosanoides derivan de AGPI n-3 y n-6 de 22 atomos de

carbono??.

Los eicosanoides producidos a partir del ARA (Figura 19) incluyen varias
prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) y lipoxinas (LX). Su
sintesis depende inicialmente de la acciéon de la PLA2, la cual libera el ARA
esterificado de los fosfolipidos de membrana al ser activada por el estimulo
inflamatorio?®. Una vez liberado, el ARA puede ser metabolizado por las vias
enzimaticas de oxidacién COX, LOX o epoxigenasa (por ejemplo, citocromo
P450), lo que determinara la clase de eicosanoide generado?’, siendo las dos

primeras las vias principales de sintesis de eicosanoides'#.

ARA in various
membrane phospholipids

PGE; i

AN cox orT P4M

PGl; «— PGH; «— PGG; Free ARA — ———— Various EETs—— DHETs
TXA, 7 15-LOX_—12-10 5-L x\\

PGFa I5-HPETE 12-HPETE 5-HPETE |9-HETE 20-HETE

| VN <N

I5-HETE 12-HETE LTA,4 5-HETE 20-carboxy 20-hydroxy-PGH;

l / \ -ARA l

LTC, LTB,

|

LTD,

l

LTE4

5.,8-,9-, 11-,

PGD,; 12- and 15-HETEs

Lipoxin A4 20-hydroxy-PGE>

Figura 19. Vias de sintesis de eicosanoides a partir del 4cido araquiddnico?s.
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Las enzimas COX (isoformas 1 y 2) catalizan la formacion de PG y TX,
mientras que la enzima LOX 5 cataliza la formacién de LT; ademas, las enzimas
LOX 12 y LOX 15 participan en la sintesis de otros mediadores lipidicos, al igual
que la citocromo P4502% (Figura 19). Como resultado del metabolismo del ARA, se
forman PG de serie 2 y LT de serie 4, con marcado cardcter proinflamatorio'®, y
TX de serie 2 con cardcter protrombodtico'*. Sin embargo, con respecto a otros
mediadores generados, se sabe que la lipoxina A4 (LXAu4) tiene efecto resolutivo de
inflamacién; ademads, la PGE: presenta una actividad proinflamatoria pero

también tiene un efecto resolutivo del proceso inflamatorio?®.

Sin embargo, aunque el ARA es el precursor mas habitual de eicosanoides
debido al elevado consumo de AGPI n-6 en la dieta occidental?®¢, existen otros
importantes mediadores producidos a partir de la oxidaciéon enzimatica de AGPI
n-3.

El EPA puede reducir la produccion de eicosanoides derivados de ARA por
competicion con éste AG para la incorporacion a los fosfolipidos de membrana, lo
que reduce su liberaciéon por acciéon de la PLA2, o por inhibicién de vias
enzimaticas de oxidacion. De forma global, el EPA desplaza la produccion de
eicosanoides derivados del ARA, reduciendo la sintesis de PG y TX de serie 2, y
sintesis de LT de serie 4, e incrementado la produccion de PG y TX de serie 3, y
LT de serie 5*®. Asi, y como resultado de la reduccion de la produccion de PGEz 'y
sus metabolitos, LTBs y TXA: se reduce la vasoconstriccion, agregacion
plaquetaria, quimiotaxis y adherencia de leucocitos; ademas, el incremento en la
sintesis de TXAs, PGIs y LTBs inhibe la agregacion plaquetaria y vasoconstriccion,
y promueve la vasodilatacion. Asimismo, esta modificacion en la sintesis de PG y
LT, en favor de las series 3 y 5, respectivamente, resulta en un estado menos
inflamatorio y reduce, por tanto, la susceptibilidad a desarrollar problemas

inflamatorios crénicos y enfermedades relacionadas'®.

En los altimos afios se han descrito otras familias de mediadores lipidicos
producidos a partir de EPA y DHA conocidos como docosanoides (Figura 20), y
que incluyen a 2 grupos de sustancias cuya sintesis implica las vias de COX y
LOX™1,
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EPA in various DHA in various
membrane phospholipids membrane phospholipids
Free EPA Free DHA
3-series PGs 5-HPEPE, E-series D-series
and 5-HEPE and resolvins resolvins

thromboxanes 5-series LTs

Figura 20. Resumen de las vias de sintesis de mediadores lipidicos a partir de los
acidos grasos eicosapentaenoico y docosahexaenoico®.

El metabolismo de EPA y DHA da lugar a productos de resolucién de
inflamacion denominados resolvinas. Asi, a partir del EPA se generan resolvinas
de serie E (E1 y E2) y, a partir del DHA se producen resolvinas de serie D
(D1-D4)'4417¢, Estos mediadores actian como sustancias resolutivas de
inflamacion y suprimen la produccion de distintas IL y del TNFa por parte de las
células T, funcionando por tanto como agentes antiinflamatorios enddgenos y
como moduladores del sistema inmune'¥!. Los mecanismos antiinflamatorios se

deben a la regulacién a la baja del NF-xB por accién del TNF %2,

Adicionalmente, el metabolismo del DHA genera otros mediadores
lipidicos de macrofagos, denominados protectinas, o neuroprotectinas D1 (NPD1)
cuando son sintetizados por tejidos neurales. Estos mediadores, al igual que las
resolvinas, inducen acciones resolutivas en la respuesta inflamatoria y presentan
una funcion neuroprotectora??. Asi, la NPD1 inhibe la inflamacion mediada por

citokinas y la apoptosis inducida por el estrés oxidativo?'.

Por ultimo, los AGPI n-3 han sido relacionados con la oxidaciéon de la LDL.
Durante la inflamacion vascular, las moléculas de LDL acumuladas en el espacio
sub-endotelial pueden sufrir modificacién oxidativa, resultando en la formacion
de la LDL oxidada??, molécula mas aterogénica que la LDL no modificada®?. La
molécula de LDL contiene fosfolipidos que, a su vez, contienen un AGPI en
posicién sn-2, lo que hace especialmente susceptible a la oxidacion a la molécula

LDL. Este proceso de oxidacion se produce via enzimatica y no enzimatica; la via
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enzimatica incluye la accion de COX y LOX, y la MPX, mientras que la no
enzimatica es mediada por ER que son generados, por ejemplo, por las

nicotinamidas adenina dinucleétido fosfato oxidasas?!4.

De forma indirecta, el DHA ha mostrado un efecto modulador a la baja de
la expresion de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa 4, lo que
deriva en una reduccion de 2%, en células endoteliales adrticas humanas?'s,
situacion también observada en estudios en animales?!6. Ademas, en humanos se
ha observado que el DHA tiene un efecto directo antioxidante sobre la LDL?'7 que
podria ser debido al efecto neutralizador de EPA y DHA sobre el O2*-18,

1.4.6 Acido graso docosahexaenoico y estrés oxidativo

Diversas razones han llevado a gobiernos y a asociaciones profesionales y
no gubernamentales a recomendar el incremento del consumo de AGPI n-3,
principalmente EPA y DHA. En primer lugar, su consumo a partir de fuentes de
origen vegetal (Figura 14) y marino (Figura 15) es inadecuado en un alto
porcentaje de la poblacion mundial®. Segundo, la sintesis enddgena de EPA y
DHA a partir del ALA es limitada en humanos!¢7180, Y, por altimo, estos AG
presentan multiples mecanismos de acciéon que influyen positivamente en el
comportamiento celular'¥! y, por tanto, en la salud humana; los AGPI n-3 juegan
un papel esencial en la funcioén cerebral, y en su normal crecimiento y desarrollo,
reducen la inflamacién y patologias asociadas, lo que disminuye el riesgo de
enfermedad coronaria y cardiovascular, artritis reumatoide, diabetes, cancer,

arritmias y sindrome metabolico'7#21%220, entre otras.

Aungque el consumo de 2 raciones de pescado graso a la semana permite la
ingesta de 0,5 g/d de EPA y DHA", que es la dosis recomendada para la
prevencion primaria de enfermedad cardiaca®?, muchos individuos son
resistentes a consumir pescado por molestia gastrointestinal asociada, sabor y
olor a pescado'®, seguimiento de dieta vegana y alergias'®. Por ello, en los
ultimos afnos han surgido estrategias basadas en el uso de aceites de pescado,
como el enriquecimiento o fortificaciéon de algunos alimentos, o la modificacion
de la alimentacion de los animales de granja para incrementar el consumo de
estos AGPI n-3'%*. Ademads, actualmente se pueden encontrar en el mercado una

gran variedad de suplementos de AGPI n-3 obtenidos a partir de diferentes
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fuentes'®, los cuales contienen cantidades insignificantes de Hg y niveles de PCB

por debajo de los limites de deteccion'*.

Sin embargo, incrementar el consumo de AGPI n-3 presenta un riesgo
asociado: la susceptibilidad de los AGPI a la oxidacién. Asi, los AGPI, incluyendo
los n-3, son las moléculas celulares mas sensibles al dafio oxidativo generado por
el Oz y las ER?? debido a la abstraccion de Hzdel grupo metileno localizado entre
los dobles enlaces?; la sensibilidad a la peroxidacién lipidica es directamente
proporcional al nimero de dobles enlaces??>?** y, dentro de los AGPI, el DHA es
el AG mas susceptible a la peroxidacion lipidica?®?. Esta es la base de
numerosos ensayos realizados sobre cultivos de células tumorales, en los que se

ha comprobado el efecto citotoxico del DHA.

La peroxidacion lipidica es considerada el mecanismo principal para la
citotoxicidad inducida por los AGPI observada en estudios in vitro en células
tumorales. En este sentido, la acumulacién de subproductos de la peroxidacion
lipidica causan dafio oxidativo y conllevan, finalmente, la apoptosis de la célula

tumoral?®.

De forma caracteristica, cuando una célula normal se vuelve cancerigena
exhibe altos niveles de ERO endoégenas debido, principalmente, a la aceleracion
del metabolismo, que es un elemento necesario para mantener un alto indice de
proliferacion celular. Sin embargo, altos niveles de ERO implican que las células
tumorales necesitan defenderse del dano oxidativo para sobrevivir y proliferar.
En este sentido, las células tumorales son capaces de mantener elevados los
niveles de GSH y altos niveles de enzimas antioxidantes enddgenos como la
Cu/ZnSOD, ademas de incrementar la obtencion de energia mediante la glucolisis
e inhibir la respiraciéon mitocondrial, conocido como efecto Warburg, con la
consiguiente reduccion de sintesis de ER, lo que constituye por tanto un
mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo y permite la proliferacion de
la célula tumoral?®. En este sentido, diversos estudios in vitro en lineas de células
tumorales han observado un efecto citotdxico al tratar dichas células con DHA

por varios efectos que conllevan un incremento del estrés oxidativo??227,

El DHA también reduce la resistencia a los fdrmacos anticancerosos y
mejora la eficacia del tratamiento sin efectos adversos aparentes''. Asi, al
incrementar el indice de insaturacion de la membrana, el DHA incrementa el

numero de dianas para las ERO generadas por dichos farmacos?®. Asimismo, el
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empleo de DHA en tratamiento de radioterapia incrementa la sensibilidad de las
células tumorales a la irradiacion, sin incremento de sensibilidad en células

normales??. Por ultimo, en estudios in vivo el efecto es similar2®,

Los resultados en células tumorales son concluyentes, sin embargo, se ha
sugerido que el incremento de peroxidacion lipidica podria suponer un peligro

potencial en células normales?.

Numerosos estudios in vitro en células normales han sido llevados a cabo
para evaluar la relacion del DHA con el estrés oxidativo. Asi, a dosis fisiologicas,
que oscilan a nivel plasmatico entre 100 y 300 pM, con gran proporcion del DHA
unido a transportadores y sélo el 0,5-3% encontrado en forma libre®!, los

resultados obtenidos son contradictorios?18224232-234,

De igual modo, y aunque desde el punto de vista tedrico existe una
correlacién entre el niumero de insaturaciones y el grado de peroxidacion lipidica,
los resultados exhibidos tampoco son concluyentes en estudios de modelos

animales?35-238,

Con respecto a los estudios en humanos, los datos disponibles tampoco son
concluyentes. Asi, se ha informado de efecto prooxidante?*2¥, ausencia de

modificacidon sobre marcadores de estrés oxidativo*!?#y efecto antioxidante?#24,

Un namero limitado de autores han evaluado el efecto de Ila
suplementacion con AGPI n-3 en el estrés oxidativo basal e inducido por el
ejercicio, y los resultados obtenidos también son ambiguos?72%. La ambigiiedad
de los resultados obtenidos puede ser debida a las diferencias en los protocolos de
estudio, en la duracién y las dosis de suplementacién, en los momentos de
valoracion, en los marcadores de estrés oxidativo empleados y en el nivel de

estado de forma de los sujetos a estudio.

Para nuestro conocimiento, sélo un estudio ha evaluado la relacion de la
suplementacion de AGPI n-3 y el dafio oxidativo al ADN en situaciéon basal y
como consecuencia de la realizacion de ejercicio fisico®®, sin embargo, se analizd
el dafio al ADN de linfocitos, se empleé un protocolo de ejercicio excéntrico y el
producto experimental presentaba mayor contenido de EPA que DHA. Ademas,
los estudios que han centrado su atencion en el efecto del DHA???%* no llevaron a
cabo una valoracion del dafio oxidativo al ADN ni desarrollaron su protocolo en

condiciones de laboratorio.
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Nuestro grupo de investigacion evalu6 anteriormente el efecto del consumo
diario de 2,1 g de DHA y 0,3 g de EPA, en forma de TAGr, durante 3 meses en
ciclistas, en el estrés oxidativo basal e inducido por el ejercicio sobre lipidos a
nivel plasmatico (MDA) y ADN (8-OHdG en orina). Con respecto a los datos
basales de MDA, se observé ausencia de modificacion tras 2 semanas de consumo
y descenso no significativo tras 3 meses. Los datos basales de 8-OHdAG (en
relacion al peso y a la excrecion de creatinina) mostraron concentraciones
ligeramente superiores, pero sin significacion estadistica, en ambos momentos.
Para determinar la influencia del consumo de 2,1 g de DHA y 0,3 g de EPA sobre
el dafo oxidativo generado durante el ejercicio, los sujetos a estudio fueron
sometidos a una prueba de esfuerzo de alta intensidad (70% VO:max) y larga
duraciéon (90 min) en condiciones de laboratorio como protocolo inductor de
estrés oxidativo. En cuanto a los niveles de MDA postejercicio no se produjo
modificaciéon de los niveles de MDA tras 2 semanas de consumo al comparar los
niveles con el momento preejercicio, y se observd una disminuciéon no
significativa tras 3 meses de ingesta. Con respecto a la concentracion de 8-OHdAG
en orina se obtuvieron varias resultados: primero, la excrecién urinaria de 8-
OHAG en relacion al peso del ciclista resultante de la prueba de esfuerzo se
incremento significativamente en la prueba basal, sin embargo, tras 2 semanas y 3
meses de consumo dicho incremento no fue significativo; segundo, los resultados
obtenidos en relacién a la excrecidon de creatinina fueron iguales, es decir, en la
prueba basal se produjo un incremento significativo de 8-OHdG pero, tras 2
semanas y 3 meses de consumo dicho incremento se redujo, aunque no de forma
significativa; tercero, en lo que respecta a los niveles de 8-OHdG en la miccion
posterior a las pruebas de esfuerzo se observd que los niveles de la variable eran
estadisticamente inferiores tras 2 semanas y 3 meses de consumo. Por ultimo,
también se observé un incremento significativo de la capacidad antioxidante total

del plasma tras 3 meses de consumo previo al esfuerzo®®.

En este trabajo hemos empleado un producto experimental (aceite de
pescado) con alto contenido en DHA y baja concentracion de EPA y hemos
seleccionado una poblaciéon de individuos sanos, fisicamente activos y
practicantes de ciclismo de forma no profesional, a los que hemos suplementado
su alimentacion habitual con distintas dosis de DHA y EPA durante 4 semanas.

Posteriormente, hemos analizado el dafio oxidativo al ADN basal e inducido por
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una prueba de esfuerzo de alta intensidad (70% VO:zmax) y larga duracion (90 min)
en condiciones de laboratorio, y lo hemos comparado con el dano oxidativo
generado por una prueba de esfuerzo realizada antes de la suplementacién, y con
el dano oxidativo basal observado antes de ambas pruebas de esfuerzo. La
observacion del dano oxidativo basal y del dafio oxidativo inducido por una
prueba de esfuerzo de alta intensidad y larga duracion demostrara la capacidad
antioxidante del DHA a distintas dosis.
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2. OBJETIVOS

Desde un punto de vista tedrico incrementar el consumo de AGPI n-3
podria actuar como inductor de dafo oxidativo y, por tanto, como generador de
estrés oxidativo??*. Sin embargo, las investigaciones llevadas a cabo sobre la

influencia de los AGPI n-3 en humanos no son concluyentes.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el consumo diario de
2,4 g de AGPI n-3 (2,1 g de DHA y 0,3 g de EPA) durante 3 meses es capaz de
reducir el estrés oxidativo generado por una prueba de esfuerzo de elevada
intensidad y larga duraciéon en ciclistas no profesionales®®. En este estudio
evaluamos la capacidad antioxidante del DHA en funcién de la dosis ingerida

durante 4 semanas en ciclistas.
Por tanto, los objetivos de la presente tesis son:
= Objetivo general:

Evaluar la capacidad antioxidante del DHA consumido a

distintas dosis durante 4 semanas en ciclistas.
= Objetivos secundarios:

0 Analizar la modificacion del dano oxidativo al ADN que se
genera durante la realizaciéon de una prueba de esfuerzo de
elevada intensidad y larga duracion tras el consumo de DHA a

distintas dosis.

0 Determinar la modificacion del dano oxidativo al ADN en el

estado basal que produce la ingesta de DHA a distintas dosis.

0 Evaluar los cambios producidos en el perfil de acidos grasos
de la membrana de los eritrocitos tras el consumo de DHA a

distintas dosis.

0 Valorar las modificaciones hematoldgicas y bioquimicas del

consumo de DHA a distintas dosis.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 SUJETOS DEL ESTUDIO

Se seleccionaron inicialmente, de forma azarosa, a 59 ciclistas varones no
profesionales, de los cuales 54 individuos cumplieron los criterios de seleccion del
estudio. La edad media de los sujetos a estudios fue de 38,6 + 9,8 anos, su
consumo maximo/pico de oxigeno (VO:zmax) medio relativo al peso fue de 45,8 +
6,8 ml/min-kg y realizaban 9,1 + 4,6 h de actividad fisica general a la semana, con

7,6 £ 3,7 h de ciclismo en particular.

La poblacion a estudio se estratifico en 5 grupos en funcion del consumo
diario de DHA durante 4 semanas:

* Grupo 1: placebo.
* Grupo 2: 350 mg.

*  Grupo 3: 1050 mg.
*  Grupo 4: 1750 mg.
*  Grupo 5: 2450 mg.

Previo al estudio, cada uno de los sujetos fue sometido a revision médico-
deportiva consistente en anamnesis, exploracion fisica de todos los sistemas y
aparatos (con especial observaciéon en aparato respiratorio, cardiaco y
osteomuscular), y electrocardiograma basal. Cada deportista fue informado de
forma oral y por escrito de la metodologia del estudio asi como de los posibles
efectos indeseables que podian aparecer como consecuencia de las distintas
determinaciones que se iban a realizar (pruebas de esfuerzo y extracciones
sanguineas) (Anexo 1y 2). De la misma forma, los sujetos fueron informados de la
voluntariedad del proyecto tanto en lo referido a su participaciéon como en lo
referente al abandono en cualquier momento del mismo. Asimismo, todos fueron
conocedores de las caracteristicas del producto que iban a ingerir durante 4
semanas y de los posibles efectos indeseables que podian aparecer durante su
consumo. Todos ellos firmaron un consentimiento informado de participacion en
el proyecto (Anexo 3) y otro para cada una de las pruebas de esfuerzo realizadas
(Anexo 1).
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El protocolo del estudio, el formulario de consentimiento informado y la
informacion a los sujetos fueron evaluados y aprobados por el comité ético de la

Universidad Catdlica de Murcia.

Este ensayo clinico se disefio, implementd y realizdé de acuerdo con los
principios éticos establecidos en la Declaracién de Helsinki. Durante todas las
fases de este estudio se garantizé el estricto cumplimiento de la Ley Organica
15/1999, del 13 de diciembre de Proteccién de Datos Personales.

Criterios de seleccion

Los sujetos participantes en el estudio debian estar sanos, presentar una
edad igual o superior a los 18 afos y no sufrir ningun tipo de padecimiento
crénico. Ninguno era consumidor habitual de tratamientos farmacologicos que
pudieran influir en las respuestas fisioldgicas o bioquimicas a analizar en el
presente estudio. Ninguno de ellos debia haber consumido en el mes anterior al
inicio del estudio, ni durante la realizacion del mismo, alimento funcional
enriquecido con AGPI n-3. Ademads, ninguno debia ser fumador ni consumidor
habitual de bebidas alcohdlicas. En caso de que algin individuo presentase
alguna de las contraindicaciones absolutas o relativas dictaminadas por el Colegio
Americano de Medicina Deportiva®” (Anexo 4) durante la realizacién de la
primera prueba de esfuerzo fue debidamente informado y excluido del presente
estudio. Por ultimo, también fueron excluidos aquellos sujetos que habian sido
sometidos a radiaciones ionizantes por motivos accidentales, diagndsticos o

terapéuticos durante la realizacion del proyecto o en el mes anterior al mismo.

3.2 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental. Ensayo clinico controlado, aleatorizado y abierto con
5 ramas a estudio en funcion de la dosis ingerida de DHA.

3.3 LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO

Las pruebas de esfuerzo se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia del

Ejercicio de la Universidad Catdlica de Murcia. El centro cuenta con las
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instalaciones, el aparataje y el personal sanitario necesario para la correcta

ejecucion de las mismas.

Las determinaciones de variables bioquimicas se procesaron en 3

laboratorios distintos:

= Laboratorios de Nutricion Humana de la Universidad Catdlica de

Murcia.

* Laboratorios del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona.

= Laboratorios Munuera, S. L.

3.4 PRODUCTOS EN EXPERIMENTACION

3.4.1 Producto experimental

El producto experimental es un aceite de pescado con DHA en la posicion
sn-2 del TAGr. Las caracteristicas quimicas del producto experimental utilizado

en este estudio se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas quimicas del producto experimental.

Unidad Limites
Valor acido mg KOH/g 3,0 max.
Contenido antioxidante g/100 g 1,0-1,1
Densidad a 20 °C kg/l 0,930-0,940
DHA (22:6n-3) g/100 g 70 min.
DPA (22:5n-3) g/100 g 8 max.
EPA (C20:5n-3) g/100 g 10 max.
Total acidos grasos n-3 g/100 g 85 min.
Valor peroxido meq O2/kg 5,0 max.

Residuo de ignicion g/100 g 0,10 max.
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Se realizé un andlisis quimico para cuantificar de forma especifica el
contenido del producto experimental (Figura 21). El analisis quimico mostrd que
una capsula del producto experimental contenia un 88% de AGPI n-3 (440 mg).
Del total de AGPI n-3, cada cdpsula contenia 350 mg DHA, 50 mg EPA y 40 mg

DPA. Ademas, cada capsula contenia 5 mg vitamina E.

Figura 21. Producto experimental consumido durante 4 semanas.

3.4.2 Producto placebo

El producto placebo empleado fue aceite de girasol encapsulado y fue
idéntico en apariencia. Las caracteristicas quimicas del producto placebo se

muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas quimicas del producto placebo.

Unidad Limites

Valor acido mg KOH/g 0,5 max.
Acido palmitico (C16:0) % 4,0-9,0
Acido estearico (C18:0) % 1,0-7,0
Acido oleico (c18:1n-9) % 14,0-40,0
Acido linoleico (C18:2) % 48,0-74,0

Valor peroxido meq Oz/kg 10,0 max.
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3.5 METODOLOGIA

Cada sujeto realiz6 3 pruebas de esfuerzo ergométricas (Figura 22). En cada
prueba los sujetos debian acudir con ropa y calzado adecuados, con su bicicleta
habitual, tras un ayuno de 120 min, y sin haber realizado esfuerzo fisico o
psiquico intenso en las 48 h previas a las pruebas de esfuerzo®®. Todas las

pruebas fueron desarrolladas por la mafiana.
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Primera Prueba: Prueba basal.

Prueba de esfuerzo incremental maximal progresiva realizada en rodillo de
bicicleta con resistencia electromagnética sobre el cual se estabilizaba la bicicleta
del sujeto, con una carga de inicio que simulaba una velocidad de 12 km/h e
incrementos de carga de 2 km/h cada minuto, manteniendo una pendiente
constante del 2%. Los sujetos emplearon desarrollo libre. Previo a la prueba, el
ciclista fue monitorizado electrocardiograficamente, es decir, se situaron
electrodos adhesivos en las distintas posiciones precordiales cldsicas (Vi: cuarto
espacio intercostal derecho, junto al esternén; V2 cuarto espacio intercostal
izquierdo, junto al esterndn; Va: en lugar equidistante entre V2 y V4 Va quinto
espacio intercostal izquierdo en la linea clavicular media; Vs: quinto espacio
intercostal izquierdo en la linea axilar anterior; Ve: quinto espacio intercostal
izquierdo en la linea axilar media), mientras que los electrodos de las
extremidades superiores e inferiores se situaron, respectivamente, en el segundo
espacio intercostal de la linea clavicular media de ambos lados y en ambos
hipocondrios. Los electrodos se conectaban mediante un cable al transductor de
sefal y amplificador; la sefial de salida era conducida hacia un ordenador y
procesada por un programa especializado con el que se vigilaba en tiempo real la
actividad eléctrica cardiaca durante toda la prueba. El conjunto de cables y
electrodos era sujetado al cuerpo del deportista mediante una venda tubular de

malla elastica (Figura 23).

Asimismo, el ciclista era preparado antes de la prueba para el analisis de los
gases respiratorios (respiracion a respiracion, circuito abierto) durante la
realizacion de la prueba. Para ello, se colocaba una mascarilla de respiracion que
cubria nariz y boca, con un sistema de sujecion que impedia fugas a través de la
union mascarilla-piel. Acoplada a ella se instalaba el flujometro del que partian
diversos tubos y cables que conducian las senales al analizador de gases. Los
resultados de dicho procedimiento aparecian en el monitor a tiempo real (Figura
24).
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Figura 23. Colocacién de electrodos electrocardiograficos para realizacién de prueba
de esfuerzo incremental maximal progresiva y deportista con venda tubular de
malla elastica.

Figura 24. Mascarilla de respiracion con flujémetro acoplado y conexiones con el
analizador de gases.

El ciclista era informado de las caracteristicas de la prueba antes de su inicio

y de la importancia de conseguir el mayor tiempo de prueba posible.
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Los parametros evaluados durante la realizacion de esta prueba fueron:

1. Variables ergoespirométricas analizadas al final de la prueba (estado

maximal):
0 VOemax relativo.

2. Variables ergoespirométricas analizadas en el umbral ventilatorio 2
(UV2):

0 VOzqrelativo.

Segunda Prueba: Prueba 1.

Esta prueba tuvo lugar una semana después de la primera. Todas las
pruebas se desarrollaron por la manana y se indicéd a los sujetos a estudios qué

productos con propiedades antioxidantes no podian consumir en el desayuno de
ese dia (Tabla 9).

Tabla 9. Listado de alimentos prohibidos en el desayuno previo a la prueba.

Frutas Verduras Granos Aceites Carnes  Bebidas
Fresas Pimiento Café A. Vegetales Pescado Vino tinto
Frambuesas Zanahoria Té verde
Cerezas Tomate Cacao
Uvas Lechuga Cereales
Kiwis Espinacas Maiz
Arandanos  Cebolla Pipas
Ciruelas Ajo Nueces
Naranja Soja y derivados
Limon Gérmenes de trigo
Papaya
Manzanas
Pina
Aguacate

En este test, el ciclista realizé una prueba de esfuerzo en rodillo de bicicleta
con resistencia electromagnética, sobre el cual se colocd la bicicleta del deportista,
con carga maxima mantenida equivalente a una frecuencia cardiaca (FC)

correspondiente al 70% de su VO:zmax calculado en la prueba basal. Si esta FC se
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encontraba por encima de la FC correspondiente al UV2, el ciclista realizd la
prueba 5 Ipm por debajo de la FC correspondiente a dicho umbral. La duraciéon
de la prueba fue de 90 min y el consumo de agua durante la misma fue ad libitum.
Se realiz6 extraccidon sanguinea de la vena antecubital del brazo 10 min antes de la
prueba y 10 min después de finalizarla; se extrajeron 12 ml de sangre en cada una

de ellas distribuyéndose de la siguiente manera:

* Tubo de extraccion de sangre con anticoagulante EDTA tripotasico.

Se distribuyeron 10 ml en 3 tubos:

0 Tubo 1: Andlisis hematoldgico. La muestra, tras la extraccién,

fue llevada al laboratorio para su analisis inmediato.

0 Tubos 2 y 3: Tras la extraccion sanguinea los tubos se
centrifugaron a 2000 rpm durante 30 min a 4 °C. El
sobrenadante se recogid y se congeld a -80 °C y la fase celular

se congelaba a -20 °C para su posterior analisis de laboratorio.

* Tubos separadores de suero con acelerante y gel. Un tubo con 2 ml
que tras reposo de 20 min se centrifugaba a 4000 rpm. El
sobrenadante obtenido se llevd al laboratorio para andlisis inmediato

de parametros bioquimicos de sangre venosa.
El sujeto fue pesado inmediatamente antes y después de la prueba.
Una vez finalizada la prueba, el liquido consumido fue contabilizado.

Ademas, el deportista realizd recogida de orina de 24 h en el dia anterior a
la prueba y en el dia de realizacion de la misma siguiendo el protocolo
establecido. La recogida de orina del dia de la prueba comenzo tras la finalizacion
de la prueba de esfuerzo. Para obtener esta muestra, el ciclista debid seguir el
protocolo establecido en las tablas 10 y 11. Si la muestra era incompleta (alguna
miccion no recolectada), ésta era desechada del estudio. Tras contabilizar el
volumen total de orina excretado durante las 24 h anteriores y posteriores a la
prueba se obtuvo una muestra de 15 ml de cada una de ellas y se congel6 a -80 °C

para su posterior analisis.
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Tabla 10. Protocolo de recogida de orina para las 24 horas previas a la prueba de esfuerzo.

RECOGIDA DE ORINA 24 HORAS PREVIAS A LA PRUEBA

1. En los dias anteriores a la prueba de esfuerzo se le suministrara al deportista
dos frascos de recogida de orina de 2 litros de capacidad.

2. Eldia ,alas ___:___ horas, al levantarse por la mafiana, orinara
en el vater (anote la fecha y la hora).

3. Desde ese momento orinara siempre en un orinal o un recipiente limpio y seco
(no lo limpie con lejia ni detergente). Echara después la orina en el frasco que le
suministramos y lo guardara en la nevera, bien cerrado (dentro de una bolsa).

4. Al dia siguiente y a la misma hora que el dia anterior, orinara en el orinal o el
recipiente y echara también la orina en el frasco.

5. Llevara el/los frascos al laboratorio donde realizara ese mismo dia la prueba de
esfuerzo.

Tabla 11. Protocolo de recogida de orina paras las 24 horas posteriores a la prueba de

esfuerzo.

RECOGIDA DE ORINA 24 HORAS POSTERIORES A LA PRUEBA

1. El dia de la prueba de esfuerzo se le suministrara al deportista dos frascos de
recogida de orina de 2 litros de capacidad.

2. El dia ,alas ___ :___ horas, se realizara miccion previa a la
prueba de esfuerzo rectangular en el vater (anote la fecha y la hora).

3. Desde ese momento y por tanto desde el instante posterior a la prueba de
esfuerzo rectangular, orinara siempre en un orinal o un recipiente limpio y seco
(no lo limpie con lejia ni detergente). Echara después la orina en el frasco que le
suministramos y lo guardara en la nevera, bien cerrado (dentro de una bolsa).

4. Al dia siguiente y a la misma hora en la que el dia anterior realizéd miccién
previa a la prueba de esfuerzo, orinara en el orinal o el recipiente y echara
también la orina en el frasco.

5. Llevara el/los frascos al laboratorio donde realiz6 el dia anterior la prueba de
esfuerzo.

Los parametros evaluados durante la realizacién de esta prueba fueron:
» Pardmetros para evaluar la hidratacion intraprueba:
0 Peso de los sujetos.

0 Consumo de agua intraprueba.
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* (Capacidad antioxidante total del DHA.
* Analisis del perfil de AG en la membrana del eritrocito.
* Variables hematoldgicas de sangre venosa: hemograma vy
bioquimica.
Tras la recogida de muestra urinaria 24 h posterior a la prueba de esfuerzo,
cada sujeto comenzo el consumo de DHA (Figura 21) en la dosis establecida en
funcion del grupo asignado. Todos los sujetos mantuvieron este consumo durante

4 semanas.

El protocolo que siguieron los ciclistas en el laboratorio de pruebas

funcionales el dia que realiza la prueba de esfuerzo se resume en la tabla 12.

Tabla 12. Protocolo en laboratorio en el dia de prueba de esfuerzo.

Minuto Accion

0 Recogida de orina 24 h
5 Extraccion sanguinea venosa
10 Encuesta nutricional sobre desayuno
15 Miccién y apunte de hora
24 Pesada del deportista
25 Inicio de prueba de esfuerzo
115 Fin de prueba de esfuerzo
116 Cuantificacion de consumo hidrico

120 Pesada del deportista
125 Miccién y guardado de orina
135 Extraccidon sanguinea venosa

145 Entrega de recipientes de recogida de orina
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Tercera Prueba: Prueba 2.

Se realizd tras 4 semanas de consumo de DHA. Esta prueba se realizo
siguiendo la misma metodologia que la segunda prueba, y las determinaciones de
las distintas variables fueron exactamente iguales que la segunda prueba de
esfuerzo. Previo a esta prueba se recordd al sujeto el desayuno que habia ingerido
el dia de la prueba 1 con la finalidad de que el dia de esta prueba consumiese los

mismos alimentos.

3.6 VARIABLES A ESTUDIO

3.6.1 Variables sociodemograficas

La edad y los datos referidos al nimero de horas semanales de actividad
fisica en general, y ciclismo en particular, de los sujetos a estudio fueron

obtenidos mediante un cuestionario.

3.6.2 Variables de la prueba basal

Los parametros evaluados durante la realizacion de esta prueba fueron:

1. Variables ergoespirométricas analizadas al final de la prueba (estado
maximal):

0 VO2max absoluto y relativo: maximo VO: medido en ml/min o
ml/min-kg detectado en la prueba o valor maximo de dicha
variable a partir del cual no se produce incremento del mismo
aunque se incremente la intensidad del esfuerzo?2%. EI VOamax
proporciona informacién importante de la capacidad del
sistema energético a largo plazo, y como tal, es uno de los
factores mds importantes que determinan la capacidad del
individuo para mantener un ejercicio prolongado. Muchos
estudios han identificado el VOmax como un importante
determinante del éxito en deportes de resistencia, siendo el

parametro fisioldgico mas utilizado para evaluar la capacidad



130

CARLOS ]. CONTRERAS FERNANDEZ

de resistencia en ciclistas, corredores, remeros o esquiadores
de fondo. Aunque las correlaciones con atletas de élite son
relativamente pequenas, algunas investigaciones todavia
sugieren que este parametro es un determinante fiable de la
capacidad de rendimiento en los esquiadores de fondo de

élite2e!,

2. Variables ergoespirométricas analizadas en el UV2. El metabolismo

aerdbico exige un adecuado aporte de O: para la sintesis de ATP a
partir de adenosin monofosfato. Cuando el aporte de O2 no es
suficiente para atender el aumento de la demanda, se estimula la
glucdlisis anaerobia (incremento de acido lactico y disminuciéon de
pH)?2. El exceso de H* se tamponan con el sistema bicarbonato. El
incremento en la produccion de CO: produce un aumento no lineal
de la ventilacién, del volumen espiratorio por minuto y del volumen
de CO:zespirado por minuto (VCO2)*32¢4, La situacion metabdlica de
aumento exponencial del acido lactico, la disminuciéon de pH, el
aumento del volumen espirado por minuto y del VCO: por encima
del incremento lineal permite sostener el concepto de una zona de
transicion metabdlica que se ha llamado de forma diferente a lo
largo de los afios*® y que se conoce de forma genérica como umbral

anaerobico.

En 1980, se propuso un modelo trifasico que describe la transicion
del metabolismo aerdbico al anaerdbico durante los ejercicios
incrementales (Figura 25 y 26)*¢. Los cambios ventilatorios que

ocurren durante un ejercicio incremental son:

0 Umbral ventilatorio 1 (UV1). Primer aumento no lineal de la
ventilaciéon, también evaluado como un aumento del
equivalente respiratorio de O: (VE/VO:), sin un aumento

concomitante del equivalente respiratorio de COz (VE/VCO).

0 UV2. Segundo aumento no lineal de la ventilacion que

coincide con un incremento del VE/VCO:..
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FASE |

Amortiguacion celular del lactato, con aumento de la produccién de diéxido de
carbono en relacién al consumo de oxigeno.

ﬂ Lactato ﬂ Bicarbonato

{I vco, {} FECO,
I vo, [l FEO,
UMBRAL VENTILATORIO 1 UMBRAL AEROBICO
FASE ||

Incremento de la ventilacion pulmonar proporcional a aumento de la
produccion de didxido de carbono mientras que la presion arterial de diéxido
de carbono se mantiene relativamente constante

= PACO, {I Pao,
ﬁFEco2 ﬁ FEO,
=VE/NCO, { VENO,
=PETCO, {PETO,

UMBRAL VENTILATORIO 2 UMBRAL ANAEROBICO

FASE Il

Compensacion respiratoria de la acidosis metabdlica, con descenso de la
presion arterial de diéxido de carbono

[J PAco, {I Pao,
ﬂ FECO, ﬁ FEO,

{l vErvco, { vErvo,

Figura 25. Modelo de cambios en el intercambio de gases durante la realizacion
de una prueba de esfuerzo incremental2é.
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Las variables ergoespirométricas estudiadas en el UV2 fueron:

*  VO.u. El VO2max es una variable poco sensible para detectar cambios
en la capacidad de resistencia en sujetos de alto nivel o con un
amplio historial de entrenamiento®”. La mayoria de autores
reconocen que el VO: o la intensidad de esfuerzo en el umbral
anaerobico es el factor con mayor valor predictivo de la marca en
competiciones de resistencia. El entrenamiento puede mejorar los
valores de VO:umax ya que ésta comporta un incremento de la
capacidad de resistencia. Sin embargo, esta mejora es significativa en
sujetos no entrenados sometidos a un programa de ejercicios
aerdbicos y no lo es en sujetos o deportistas activos. Por tanto, las
variables ergoespirométricas correspondientes al UV2 son las mas
sensibles a cambios derivados del entrenamiento de resistencia
aerdbica por lo que son ampliamente utilizadas en la valoracion

funcional del deportista®!.

3.6.3 Evaluacion nutricional

El analisis de la alimentacion de los sujetos a estudio fue realizado mediante
un método retrospectivo de encuesta nutricional “Recuento 24 horas”. Los datos
se recogieron durante un periodo de 3 dias (2 laborables y uno no laborable)
(Anexo 5). En esta encuesta se reflejo la ingesta total cualitativa y cuantitativa de
los alimentos ingeridos. Para obtener una descripcion adecuada de los alimentos
y bebidas consumidas se entrego junto con la encuesta nutricional un guioén con

las pautas a seguir para rellenarla correctamente (Anexo 6).

Una vez completadas, las encuestas fueron recogidas, revisadas y valoradas
mediante el programa informatico AyD version 4.5, obteniendo asi una clara
muestra de la alimentacién habitual de cada sujeto. Las variables nutricionales
analizadas fueron: consumo energético (kcal), g de gltcidos, proteinas y lipidos, y
mg de vitamina C, E y Zn. Con respecto a los lipidos se realizé andlisis especifico
del consumo en g de AGS, AGMI y AGPIL. Por dltimo, dentro de los AGPI se
determinaron los g de AGPIn-6 y n-3.
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3.6.4 Condiciones de laboratorio durante las pruebas de esfuerzo

Se analizaron las condiciones ambientales de temperatura y humedad

relativa al inicio de cada prueba de esfuerzo realizada en el laboratorio.

3.6.5 Hidratacion durante las pruebas de esfuerzo

Los parametros empleados para evaluar la hidratacién intraprueba fueron:

* Peso corporal de los sujetos: se peso al sujeto inmediatamente antes
y después de la prueba de esfuerzo; para ello se coloco al sujeto en el
centro de la bascula en posicion antropométrica y de espaldas al
registro de la medida, sin que el cuerpo estuviese en contacto con

nada que tuviera a su alrededor.

* Consumo de agua. Al inicio de la prueba se le suministr6 al sujeto
un bidon con 500 ml de agua mineral sin gas medida con probeta
graduada al ml. Cuando el sujeto ingeria la totalidad de la bebida se
le volvia a suministrar otro bidon con la misma cantidad de agua y
medida de igual modo; el sujeto recibid tantos bidones completos de
agua como solicitd. Al finalizar la prueba se contabilizaron los
bidones suministrados restandole el agua que quedaba en el altimo

bidon tras medirla con probeta graduada.

3.6.6 Analisis del perfil de acidos grasos en membrana eritrocitaria

El perfil de AG en la membrana de eritrocitos fue analizado de la siguiente
forma: la fase celular (eritrocitos) obtenida por centrifugacion de los tubos con
EDTA se lavd con suero salino isoténico y se purgd con N2 gaseoso para su
conservaciéon a -80 °C hasta su posterior andlisis. Los lipidos eritrocitarios se
extrajeron utilizando el método de Bligh y Dyer?® y los AG fueron metilados por
el procedimiento del fluoruro de boro/metanol de Morrison y Smith?®. Los esteres
metilicos de los AG se analizaron por cromatografia de gases con columna capilar
con detector de llama ionizada?*. Este estudio se realizé en la sangre obtenida

previamente a las pruebas de esfuerzo.
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Los AG analizados fueron:
* AGS: analisis global.
* AGMLI: andlisis global.
* AGPIn-6: andlisis especifico de ARA.
* AGPIn-3: analisis especifico de EPA, DPA y DHA.

3.6.7 Capacidad antioxidante del acido graso docosahexaenoico

La capacidad antioxidante del DHA se evalué mediante técnica de
inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) de la 8-OHdG excretada en la orina, en

relacion al peso del sujeto.

Aunque se han identificado mas de 20 lesiones de bases del ADN distintas,
solamente una pequefia cantidad de ellas han sido estudiadas y la 8-OHdG es la
mas ampliamente considerada?!. La 8-OHAG aparece en el ADN como
consecuencia del ataque por RL y puede ser extraida por enzimas reparadoras (8-
oxoguanina glixosilasa y endonucleasa apurinica). Si no se produce dicha
reparacion, durante la replicacion del ADN se inducira un cambio de base
(guanina por timina). La 8-OHdG escindida es, entonces, excretada por la orina?2.
No obstante, no toda la 8-OHdG excretada en orina proviene del dafio oxidativo
al ADN vy su posterior reparacidn, sino que existen otros factores que pueden
modificar dicha excreciéon como la dieta y la muerte celular. En ausencia de estos
factores de confusidn, la medida urinaria de este metabolito debe ser atribuida
enteramente a la reparacion del ADN dafado?3, por lo que se considera la 8-
OHdG como un buen indicador de dafio oxidativo al ADN.

Con respecto a la técnica empleada, las muestras urinarias se centrifugaron
a 4000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se usé para medir la 8-OHdG con
un Kit de ELISA llamado 8-OH-dG Check (Japan Institute for the Control of
Aging, Fukuroi, Japan). La especificidad del anticuerpo monoclonal N45.1 que se
usa en este kit fue confirmada en estudios previos?*?. El diagrama de la

metodologia para el ELISA?® se muestra en la figura 27.

Todas las muestras se procesaron por duplicado y se aceptaron los valores

que presentaban un coeficiente de variacion intraensayo menor del 15%.
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reaction terminating
solution
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h 4

Absorbance reading
(wavelength at 450 nm)

END

Figura 27. Diagrama de metodologia de la técnica de inmunoabsorbancia enzimatica?7s.
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3.6.8 Variables hematoldgicas y bioquimicas de sangre venosa

Los parametros sanguineos fueron:

Variables hematologicas (hemograma): realizado mediante
analizador hematologico Horiba ABX Pentra 80 que utiliza
citometria de flujo para cuantificar las distintas variables. Los

parametros estudiados fueron:

0 Numero de eritrocitos.
Concentracion de hemoglobina.
Hematocrito.

Volumen corpuscular medio.
Hemoglobina corpuscular media.

Nuimero de leucocitos totales.

O O O O o o

Numero de plaquetas.

Variables bioquimicas: realizado mediante analizador de quimica
clinica ILAB 600 (Instrumentation Laboratory). Los parametros

estudiados fueron:

0 Glucemia.
Ferritina.
Creatinina.
Acido urico.
Aspartatoamino transferasa (GPT).
Alaninoamino transferasa (GOT).
Gamma glutamil transpeptidasa (GGT).
Lactato deshidrogenasa (LDH).
Creatina fosfoquinasa (CPK).
Sodio.
Potasio.

CT total.

0O 0O O 0O 0o o o o o o o
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o CT-HDL.
o CT-LDL.
o TAG.

3.7 MATERIAL. APARATOS E INSTRUMENTACION

* Rodillo de bicicleta con resistencia electromagnética Technogym

Spin trainer.

* Rodillo de bicicleta con resistencia electromagnética Tacx Flow
T1684.

* Analizador de gases respiratorios Sensormedics MVmax 29C.
* Analizador hematologico Horiba ABX Pentra 80.

* Analizador de quimica clinica ILAB 600.

* Analizador portatil de lactato sanguineo YSI Sport 1500L.

* Espectrofotometro de placas Biotek Synergy MT.

* Espectrofotometro marca VARIAN modelo CARY 50 BIO.

* Equipo para cromatografia de gases marca Shimadzu GC-MS.

=  Bascula marca SECA.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se realiz6 analisis descriptivo de todas las variables en estudio,
tanto de las condiciones basales de cada una de ellas como de su evolucion. Este

analisis se realiz6 para cada uno de los grupos.

Las variables cuantitativas se han descrito mediante la media y la

desviacién estandar.

Las variables cualitativas se han presentado en forma de tabla incluyendo
las frecuencias relativas y absolutas, tanto para los grupos formados, como para la

muestra global.

Para realizar analisis inferencial de la capacidad antioxidante del DHA y
variables hematologicas y bioquimicas sanguineas se ha realizado ANOVA para

medidas repetidas con tres factores a estudio: dos factores intrasujeto (prueba:
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prueba 1 (prueba previa al consumo de producto), prueba 2 (prueba posterior al
consumo del producto); tiempo: antes de la prueba, después de la prueba)) y un

factor intersujeto (dosis: placebo, 350 mg, 1050 mg, 1750 mg y 2450 mg).

Para realizar andlisis inferencial del andlisis de AG en membrana de
eritrocitos, hidratacién durante las pruebas de esfuerzo y condiciones de
laboratorio durante las pruebas de esfuerzo se ha realizado ANOVA para
medidas repetidas con dos factores a estudio: un factor intrasujeto (prueba:
prueba 1 (prueba previa al consumo de producto), prueba 2 (prueba posterior al
consumo del producto)) y un factor intersujeto (dosis: placebo, 350 mg, 1050 mg,
1750 mg y 2450 mg).

Para realizar analisis inferencial de las variables obtenidas en la evaluacion
nutricional se ha realizado ANOVA de un factor (dosis: placebo, 350 mg, 1050
mg, 1750 mg y 2450 mg).

Para el andlisis de pares se ha realizado test de Bonferroni.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado sera
de 0,05.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS v 21.0.
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4. RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio un total de 54 sujetos que cumplieron los
criterios de seleccion del estudio. La distribuciéon de los sujetos en funcion del
grupo de tratamiento fue la siguiente: 13 sujetos (placebo), 10 sujetos (350 mg/d
de DHA), 11 sujetos (1050 mg/d de DHA), 12 sujetos (1750 mg/d de DHA) y 8
sujetos (2450 mg/d de DHA).

4.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

411 Edad

La edad media (DE) de la poblacién de estudio fue de 38,6 (9,8) afios,
observandose un amplio rango de edades de la muestra analizada (20-60 afos), lo
que permite extrapolar los resultados a la inmensa mayoria de la poblacién adulta
(Figura 28).

Media = 38 6111
Desviacion tipica = 8 75244
M =54

Frecuencia

400
edad

Figura 28. Distribucion de la muestra por edad (afios).
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La edad media de los sujetos en funcién del grupo de tratamiento fue
similar en los distintos grupos de estudio, oscilando entre 38,4 y 40,9 afios, por lo
que se descarta esta variable como implicada en la modificacion del dafio
oxidativo al ADN (Figura 29).

50,0+

40,0

30,0

Media edad (afios)

20,07

10,0

0,0~

Placebo 350 mgr 1050 mgr 1730 mgr 2450 mgr

Dosis

Figura 29. Edad media de los distintos grupos de estudio. Valores medios + EEM

4.1.2 Actividad fisica

Los diferentes grupos de estudio no mostraron diferencias significativas en
el numero medio de horas totales dedicadas al deporte ni en el niimero de horas

dedicadas a ciclismo (p=0,961 y p=0,518, respectivamente) (Tabla 13).
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Tabla 13. Tiempo (horas/semana) de dedicacién a la
actividad fisica en general y al ciclismo en particular para
cada uno de los grupos de estudio.

Dosis Total Ciclismo
h/semana h/semana
Media 8,3 6,3
Placebo DE 73 33
350 Media 97 8,5
me DE 2,0 25
Media 91 6,9
1050 mg DE 2,7 22
Media 9,2 8,5
1750 mg DE 51 53
Media 9,6 8,0
2450 mg DE 3,5 3,9
Total Media 9,1 7,6
ota DE 46 3,7

4.2 VARIABLES DE LA PRUEBA BASAL

421 Consumo de oxigeno

Al realizar comparaciones del VO:zmax relativo al peso como del VO: en el
UV2 relativo al peso entre los grupos de estudio no se observaron diferencias
significativas (p=0,536 para VO:max relativo; p=0,846 para UV2 relativo), por lo que
se descarta que el estado deportivo de los sujetos (VO2) haya influido en el estado
antioxidativo generado tras la ingesta de DHA (Tabla 14).
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Tabla 14. Consumo maximo/pico de oxigeno relativo al peso y consumo de oxigeno en el

umbral ventilatorio 2 relativo al peso para cada uno de los grupos de estudio.

Dosis

Placebo Media

DE
350 mg Media
DE
1050 Media
DE
1750 Media
DE
2450 Media
DE
Total Media
DE

VOzmax ~ VOzen UV2
ml/min-kg  ml/min-kg

45,1 34,2

5,6 5,2
48,2 36,2

5,2 4,8
45,0 34,9

5,7 57
47,2 35,9

9,7 6,2
43,1 36,4

6,9 51
45,8 35,4

6,8 5,3

4.3 CONDICIONES DE LABORATORIO DURANTE LAS PRUEBAS DE ESFUERZO

Se valord la temperatura y humedad relativa como indicadores de las

condiciones ambientales en las pruebas de esfuerzo (antes y después del consumo

de DHA). No se observaron diferencias estadisticamente significativas al

comparar ambas pruebas en el tiempo (p=0,985 para la humedad y p=0,265 para

la temperatura) lo que muestra que los sujetos realizaron ambas pruebas de

esfuerzo en las mismas condiciones ambientales. Asimismo, tampoco se

observaron diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio

(p=0,967 para la humedad y p=0,863 para la temperatura) (Tabla 15). Por tanto, las

condiciones ambientales son homogéneas en el tiempo y en los grupos, con lo que

estas variables no influirdn en la valoracion del dafio oxidativo.
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Tabla 15. Temperatura (°C) y humedad relativa (%) del laboratorio durante la realizaciéon
de cada una de las pruebas de esfuerzo por los distintos grupos de estudio.

Dosis  Prueba Humede:)d relativa Temperatura
Yo °C
Placebo Pruebal Media 48,7 20,9
DE 5,7 1,1
Prueba2 Media 51,5 20,6
DE 11,2 1,0
350 mg Pruebal Media 52,1 20,7
DE 6,4 1,8
Prueba2 Media 492 21,3
DE 13,8 0,8
1050 mg Pruebal Media 50,3 20,8
DE 7,8 1,1
Prueba2 Media 53,6 21,3
DE 11,3 0,8
1750 mg Pruebal Media 52,2 20,4
DE 6,1 1,7
Prueba2 Media 51,5 21,0
DE 15,3 04
2450 mg Pruebal Media 52,5 20,9
DE 6,9 1,5
Prueba2 Media 50,1 20,8
DE 13,0 1,0

4.4 HIDRATACION DURANTE LAS PRUEBAS DE ESFUERZO

No se apreciaron diferencias significativas en el consumo hidrico por parte

del sujeto durante la realizacion de las 2 pruebas de esfuerzo (p=0,454), pero si se

observaron diferencias significativas en funcion de la dosis (p<0,018) (Tabla 16), es

decir, los individuos que ingirieron la dosis de 1750 mg consumieron mds agua

que los que ingirieron dosis de 2450 mg.
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Tabla 16. Consumo de agua (ml) de los sujetos en cada de las pruebas de esfuerzo
realizadas por los distintos grupos de estudio.

Consumo de agua

Dosis Prueba
ml
Placebo Prueba 1 Media 1043,8
DE 756,5
Prueba 2 Media 948,1
DE 599,5
350 mg Prueba 1 Media 590,0
DE 307,1
Prueba 2 Media 791,0
DE 535,4
1050 mg  Pruebal Media 601,8
DE 358,7
Prueba 2 Media 680,0
DE 4174
1750 mg  Pruebal Media 967,1
DE 550,2
Prueba 2 Media 1214,2
DE 642,5
2450 mg  Pruebal Media 568,8
DE 2434
Prueba 2 Media 400,0
DE 181,3

Asimismo, durante la realizacién de las pruebas de esfuerzo se observa que

los sujetos sufrieron una pérdida de peso consecuencia de la sudoracion y del

bajo consumo de agua durante la misma (p<0,001). Esta pérdida de peso fue

estadisticamente significativa para todos los grupos (p<0,002) y se observo en las

2 pruebas, con una disminucién media del peso corporal del 0,9% (Figura 30).
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Figura 30. Peso (kg) de los sujetos de cada grupo de estudio antes y después de cada una
de las pruebas. Valores medios + EEM

4.5 EVALUACION NUTRICIONAL

No se aprecian diferencias en el consumo de energia y macronutrientes
(glucidos, lipidos y sus fracciones y proteinas) (Tabla 17a), micronutrientes
antioxidantes (vitamina C, E y Zn) (Tabla 17b) y fracciones de lipidos (Tabla 18) al
comparar los distintos grupos entre si (p>0,05, en todos los casos). A pesar de que
en el consumo de AGPI n-3 se aprecian pequenas diferencias entre grupos (Figura
31), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,142). Por
tanto, inicialmente, el consumo de antioxidantes dietéticos y de AGPI n-3 fue
similar en todos los grupos de estudio, lo que sugiere que su influencia sobre el

estudio es minima.
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Tabla 17a. Evaluacion nutricional: consumo de calorias, glicidos, lipidos y proteinas.

Dosis Energia Glucidos Lipidos Proteinas
kcal/d g/d g/d g/d
Placebo Media  2512,1 278,4 109,7 102,1
DE 685,4 70,0 43,4 28,4
350 mg  Media 23016 228,4 110,5 98,5
DE 627,2 47,9 50,5 25,3
1050 mg Media  2646,0 299,6 112,8 108,2
DE 837,5 80,5 64,4 19,4
1750 mg Media 27314 281,4 132,7 102,8
DE 916,2 93,3 62,0 30,4
2450 mg Media  2484,1 2944 100,8 99,8
DE 355,7 35,0 27,1 22,4

Tabla 17b. Evaluacion nutricional: algunos micronutrientes con capacidad antioxidante.

Dosis Vitamina C  Vitamina E Zinc
mg/d mg/d mg/d
Placebo Media 513,3 8,1 8,1
DE 490,3 11,4 10,9
350 mg  Media 395,7 6,4 10,5
DE 549,8 6,4 7,9
1050 mg Media 336,1 3,0 5,5
DE 203,6 3,5 6,3
1750 mg Media 462,9 7,2 10,8
DE 464,2 11,5 8,8
2450 mg Media 392,1 7,5 9,5
DE 394,8 5,5 7,5
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Tabla 18. Evaluacién nutricional: consumo de los distintos tipos de acidos grasos segtin
los grupo de estudio.

AGS AGMI AGPI n-6 n-3 n-6/n-3
8 8 8 8 8 8
Placebo Media 31,7 47,5 15,5 4,1 1,1 87
DE 14,4 16,1 93 2,0 1,1 7,6
350 mg Media 41,7 484 18,6 58 1,0 10,4
DE 27,6 19,8 18,7 3,5 1,1 55
1050 Media 29,9 452 14,2 4,5 1,4 9,9
DE 8,8 18,1 91 3,4 1,4 10,2
1750 Media 355 @ 52,7 15,9 3,6 1,8 50
DE 239 22,8 7,0 19 1,3 6,2
2450 Media 32,6 43,5 11,8 3,1 04 10,0
DE 8,8 13,5 3,8 0,8 04 7,1

0 i T i . i . ' .

Placebo 350 mg 1050 mg 1750 mg 2450 mg

Dosis

N
1

Media n-3 (g)

=
1

Figura 31. Consumo de acidos grasos poliinsaturados n-3 en los distintos grupos de
estudio. Valores medios + EEM.
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4.6 ANALISIS DEL PERFIL DE ACIDOS GRADOS EN MEMBRANA ERITROCITARIA

Se realizo el andlisis del perfil de AG de la membrana del eritrocito en la
sangre extraida antes de ambas pruebas de esfuerzo con intensidad constante al
70% del VOzmax del sujeto (condiciones basales en tiempos anterior y posterior a
las 4 semanas de consumo de DHA). Los resultados de dichos andlisis se recogen
en la Tabla 19, 20, 21 y 22.

Al realizar el analisis comparativo observamos:

* No se aprecian cambios significativos en la cantidad relativa de AGS
y AGPI tras el consumo durante 4 semanas de DHA (p=0,145 y
p=0,590, respectivamente). Esto se cumple en todos los grupos de
estudio y por tanto tampoco existen diferencias entre grupos (Figura
32 y 33). En relacion con los AGMI si se aprecian diferencias
significativas segun grupo de estudio (p<0,001). Concretamente, el
grupo que consumid placebo experimenta un incremento no
significativo de AGMI (p=0,399) mientras que aquellos grupos que
consumieron distintas dosis de DHA experimentan un descenso de
este tipo de AG en la membrana del eritrocito que se hace
significativo para los grupos que consumieron 350, 1050 y 1750 mg/d
(p<0,019, p<0,035 y p<0,003, respectivamente) (Figura 34).
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Tabla 19. Frecuencia relativa de los distintos tipos de acidos grasos que aparecen en la
membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4 semanas de consumo de acido

docosahexaenoico.
Dosis Prueba AGS AGMI AGPI
0/0 O/O 0/0
Placebo Preprueba Media 35,8 19,1 32,2
DE 0,8 1,6 1,4
Preprueba Media 35,5 19,4 32,4
DE 1,0 2,4 2,0
350 mg Preprueba Media 35,3 18,9 32,3
DE 0,8 1,8 1,2
Preprueba Media 35,0 17,9 32,3
DE 0,8 1,1 3,8
1050 mg Preprueba Media 35,9 19,3 32,1
DE 0,7 1,5 1,3
Preprueba Media 35,6 18,5 32,0
DE 1,6 1,2 1,5
1750 mg Preprueba Media 35,9 19,5 32,3
DE 1,2 1,7 1,2
Preprueba Media 35,8 18,4 32,5
DE 1,2 1,7 1,4
2450 mg Preprueba Media 35,3 18,4 32,9
DE 1,3 1,1 1,1
Preprueba Media 34,9 17,6 33,3
DE 1,3 1,1 1,4
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Tabla 20. Frecuencia relativa de los acidos grasos poliinsaturados n-3, n-6 y el cociente
n-6/n-3 en la membrana del eritrocito, evaluados antes y después de 4 semanas de
consumo de acido docosahexaenoico.

Dosis  Prueba n-3 n-6 n-6/n-3
g g
Placebo Prepruebal Media 5,6 26,7 4,9
DE 0,9 1,1 0,8
Preprueba2 Media 5,6 27,0 5,0
DE 1,1 1,3 1,0
350 mg Prepruebal Media 5,9 26,4 4.8
DE 1,6 1,5 14
Preprueba2 Media 6,7 25,7 4,0
DE 1,6 3,3 1,0
1050 Prepruebal Media 5,8 26,4 5,0
DE 1,8 2,6 1,7
Preprueba2 Media 6,6 25,4 472
DE 1,9 2,3 14
1750 Prepruebal Media 54 26,9 54
DE 1,2 1,3 1,8
Preprueba2 Media 6,6 25,9 4,0
DE 1,0 1,4 0,9
2450 Prepruebal Media 6,2 26,7 47
DE 1,5 1,5 2,1
Preprueba2 Media 7,7 25,7 3,5

DE 1,2 15 09
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Tabla 21. Frecuencia relativa de los acidos docosahexaenoico, eicosapentaenoico,

docosapentaenoico y araquidénico en la membrana del eritrocito, evaluados antes y

después de 4 semanas de consumo de acido docosahexaenoico.

Dosis  Prueba DHA EPA DPA ARA
0/0 0/0 0/0 O/()

Placebo Preprueba Media 3,7 0,5 1,2 13,1
DE 06 02 02 09

Preprueba Media 3,7 05 1,2 134

DE 07 02 02 11

350 mg Preprueba Media 3,9 05 1,3 129
DE 1,1 02 04 09

Preprueba Media 4,6 06 14 13,0

DE 12 02 03 11

1050 Preprueba Media 3,7 07 1,3 132
DE 08 07 04 15

Preprueba Media 45 08 1,2 128

DE 09 06 05 14

1750 Preprueba Media 36 04 12 135
DE 08 02 03 07

Preprueba Media 47 06 12 131

DE 08 02 02 07

2450 Preprueba Media 42 05 1,3 138
DE 1,0 03 03 1,0

Preprueba Media 54 0,7 13 131

DE 09 02 03 07
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Tabla 22. Cociente acido araquidonico/acido docosahexaenoico y cociente acidos grasos
saturados/acido docosahexaenoico en la membrana del eritrocito, evaluados antes y
después de 4 semanas de consumo de acido docosahexaenoico.

Dosis Prueba ARA/DHA AGS/DHA
Placebo Preprueba Media 3,6 9,8
DE 0,5 1,5
Preprueba Media 3,7 9.8
DE 0,7 1,5
350 mg Preprueba Media 3,5 9,6
DE 0,9 2,6
Preprueba Media 3,0 8,1
DE 0,9 2,2
1050 mg Preprueba Media 3,8 10,1
DE 1,1 2,0
Preprueba Media 3,0 8,3
DE 0,8 1,9
1750 mg Preprueba Media 4,0 10,7
DE 1,4 3,6
Preprueba Media 2,9 7,8
DE 0,6 1,6
2450 mg Preprueba Media 3,6 92
DE 1,7 3,9
Preprueba Media 2,5 6,6
DE 0,6 1,5
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Figura 32. Frecuencia relativa de los acidos grasos saturados que aparecen en la
membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4 semanas de consumo de acido
docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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Figura 33. Frecuencia relativa de los acidos grasos poliinsaturados que aparecen en la
membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4 semanas de consumo de acido
docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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Figura 34. Frecuencia relativa de los acidos grasos monoinsaturados que aparecen en
la membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4 semanas de consumo de
acido docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.

* Si consideramos los AGPI n-3 en su conjunto y analizamos su
evoluciéon en la membrana del eritrocito con el consumo de DHA,
apreciamos un incremento significativo dosis-dependiente en la
incorporaciéon de estos n-3 a la membrana en todos los grupos con
consumo de DHA (350 mg p<0,012; 1050 mg p<0,004; 1750 mg
p<0,001; 2450 mg p<0,001) (Figura 35). En la Figura 36 se muestra el

incremento dosis-dependiente.
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Figura 35. Frecuencia relativa de los acidos grasos poliinsaturados n-3 que aparecen en
la membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4 semanas de consumo de
acido docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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Figura 36. Incremento de acidos grasos poliinsaturados n-3 que experimenta la
membrana del eritrocito tras el consumo del producto (placebo/acido
docosahexaenoico) en cada uno de los grupos a estudio.
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Los AGPI n-6, por el contrario, experimentan un descenso tras el
consumo de DHA, que es estadisticamente significativo en el grupo
1750 mg (p<0,028) (Figura 37 y 38).
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Figura 37. Frecuencia relativa de los acidos grasos poliinsaturados n-6 que aparecen
en la membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4 semanas de consumo de
acido docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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Figura 38. Descenso de acidos grasos poliinsaturados n-6 que experimenta la
membrana del eritrocito tras el consumo del producto (placebo/acido
docosahexaenoico) en cada uno de los grupos a estudio.

= (Como consecuencia de estas variaciones, el cociente n-6/n-3
experimenta descensos significativos dosis-dependientes en los
individuos que consumieron el producto de estudio (350 mg
p<0,018; 1050 mg p<0,009; 1750 mg p<0,001; 2450 mg p<0,001)
(Figura 39).
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Figura 39. Cociente de las frecuencias relativas de los acidos grasos poliinsaturados n-6
y n-3 que aparecen en la membrana del eritrocito evaluados antes y después de 4
semanas de consumo de acido docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio.
Valores medios + EEM.

» Al valorar cada AGPI por separado se observan los siguientes
cambios:

0 Incremento estadisticamente significativo del porcentaje de
DHA en la membrana del eritrocito tras el consumo de DHA
(350 mg p<0,001; 1050 mg p<0,001; 1750 mg p<0,001; 2450 mg
p<0,001) (Figura 40). Este incremento es mayor en las dosis de
ingesta del DHA mas altas (350 mg 17,4% de aumento con
respecto al % basal; 1050 mg 20,2%; 1750 mg 30,3%; 2450 mg
30,0%) (Figura 41).
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Figura 40. Frecuencia relativa del acido docosahexaenoico que aparece en la membrana
del eritrocito evaluado antes y después de 4 semanas de consumo de 4acido
docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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Figura 41. Ascenso de acido docosahexaenoico que experimenta la membrana del

eritrocito tras el consumo del producto (placebo/acido docosahexaenoico) en cada uno
de los grupos a estudio.
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0 No se observa un incremento del porcentaje de DPA en la
membrana del eritrocito tras el consumo de DHA (p=0,615)

(Figura 42).
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Figura 42. Frecuencia relativa del acido docosapentaenoico que aparece en la
membrana del eritrocito evaluado antes y después de 4 semanas de consumo de acido
docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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0 Se observa un incremento del porcentaje de EPA en la
membrana del eritrocito tras el consumo de DHA. Este
incremento fue estadisticamente significativo para los grupos
con mayor dosis de DHA, grupos 1750 mg y 2450 mg DHA
(p<0,001 y p<0,005, respectivamente) y no lo fue para el grupo
placebo, 350 mg y 1050 mg DHA (p=0,939 y p=0,696 y p=0,061,
respectivamente) (Figura 43). Ademads, se observa que este

incremento fue tanto mayor cuanto mayor fue la dosis ingerida

de DHA (Figura 44).
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Figura 43. Frecuencia relativa del acido eicosapentaenoico que aparece en la
membrana del eritrocito evaluado antes y después de 4 semanas de consumo de acido
docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio. Valores medios + EEM.
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Figura 44. Ascenso de acido eicosapentaenoico que experimenta la membrana del

eritrocito tras el consumo del producto (placebo/acido docosahexaenoico) en cada uno

de los grupos a estudio. Valores medios + EEM

0 Se aprecia un descenso del porcentaje de ARA en la membrana
eritrocitaria tras el consumo de dosis de DHA iguales o
mayores a 1050 mg, siendo estos descensos estadisticamente
significativos (1050 mg (p<0,017), 1750 mg (p<0,010) y 2450 mg
(p<0,002)) (Figura 45).



168 CARLOS J. CONTRERAS FERNANDEZ

= Prepruebal #Preprueba?2

15,0 4 *
p<0,05
* *
2
10,0 -
g
<
o
<
]
=}
5}
=
5,0
0,0 -
Placebo 350 mg 1050 mg 1750 mg 2450 mg

Figura 45. Frecuencia relativa del acido araquidénico que aparece en la membrana del
eritrocito evaluado antes y después de 4 semanas de consumo de 4cido
docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio.

0 Se observa una disminucidon significativa del cociente
ARA/DHA en la membrana eritrocitaria tras el consumo de
DHA a dosis de 1050, 1750 y 2450 mg DHA (p<0,001, p<0,001 y
p<0,001, respectivamente), siendo esta disminucién mayor a

mayores dosis de DHA (Figura 46).
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HPrepruebal #Preprueba?2
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* p<0,05

%
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Media ARA/DHA

0,0 -

350 mg 1050 mg 1750 mg 2450 mg

Figura 46. Frecuencia relativa de acido araquidoénico/acido docosahexaenoico que
aparece en la membrana del eritrocito evaluado antes y después de 4 semanas de
consumo de acido docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio.

0 Asimismo, se observa una disminucidn significativa del
cociente AGS/DHA en la membrana eritrocitaria tras el
consumo de DHA a dosis de 350, 1050, 1750 y 2450 mg de
DHA (p<0,021, p<0,003, p<0,001 y p<0,001, respectivamente),
siendo esta disminuciéon mayor a mayores dosis de DHA
(Figura 47).
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= Prepruebal = Preprueba 2
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Figura 47. Frecuencia relativa del acidos grasos saturados/acido docosahexaenoico que
aparece en la membrana del eritrocito evaluado antes y después de 4 semanas de
consumo de acido docosahexaenoico para los distintos grupos a estudio.
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4.7 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACIDO GRASO DOCOSAHEXAENOICO

La excrecion total de 8-OHdG en orina de 24 h relativa al peso del sujeto
para los distintos grupos de estudio y para las 2 pruebas realizadas se muestra en
la Tabla 23. Se ha valorado el dafo oxidativo generado por la prueba de esfuerzo
con intensidad constante al 70% del VOzmax del sujeto mediante la medicién de la

excrecion total de 8-OHAG en orina.

Tabla 23. Excreciéon media de 8-hidroxi-2’-dexosiguanosina en orina de 24 horas en
relacion al peso del sujeto para cada uno de los grupos de estudio.

Preprueba Postprueba

Dosis Prueba ng/kg 24h ng/kg 24h

Placebo Prueba 1 Media 3965,4 6032,2
DE 1388,6 2156,1

Prueba 2 Media 4232,6 6219,7

DE 1718,5 1954,8

350 mg Pruebal Media 4083,5 5474,6
DE 1993,2 2813,7

Prueba 2 Media 4388,1 5545,5

DE 1886,1 1762,4

1050 mg Prueba 1 Media 3328,3 4874,5
DE 981,1 1257,9

Prueba 2 Media 3417,7 3816,0

DE 1146,0 1380,7

1750 mg Prueba 1 Media 3923,8 5680,9
DE 967,7 2028,8

Prueba 2 Media 4119,3 4594,2

DE 1926,7 2228,0

2450 mg Pruebal Media 4351,8 6085,3
DE 1557,5 1806,2

Prueba 2 Media 4471,6 42353

DE 1165,0 1677,2
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Los resultados obtenidos tras comparar el dano oxidativo generado por la
prueba de esfuerzo en los distintos grupos de estudio, asi como los niveles
previos a las pruebas de cuantificacion de 8-OHdG, han sido los siguientes
(Figura 48):

* Los niveles basales de 8-OHdG (orina recolectada en las 24 h
anteriores a la prueba de esfuerzo), entre las 2 pruebas de esfuerzo
realizadas por cada grupo, no muestran diferencias significativas
(p=0,144); asi como tampoco se observan diferencias
estadisticamente significativas al comparar estos niveles basales

entre los distintos grupos (p=0,319).

* En la primera prueba de esfuerzo con intensidad constante al 70%
del VO:zmax del sujeto (prueba 1), en todos los grupos se ha observado
un incremento de la excrecion de 8-OHdG al comparar la muestra de
orina preprueba con respecto a la muestra postprueba (placebo
p<0,001; 350 mg p<0,008; 1050 mg p<0,002; 1750 mg p<0,001; 2450 mg
p<0,003).

* Enla prueba de esfuerzo con intensidad constante al 70% del VOzmax
del sujeto realizada tras 4 semanas de consumo de DHA (prueba 2)
se observa que los grupos placebo y 350 mg de DHA presentan un
incremento similar y estadisticamente significativo del dano
oxidativo que el observado al realizar la prueba 1 (postprueba vs
preprueba) (placebo p<0,001; 350 mg p<0,003). Por el contrario, los
individuos pertenecientes a los grupos que consumieron 1050, 1750
y 2450 mg de DHA no presentan diferencias significativas entre los
niveles de 8-OHdG anteriores y posteriores a la prueba 2, lo que es
indicativo de una disminucion del dafio oxidativo al compararlo con
la prueba 1. Este efecto es mayor en los individuos que consumen
2450 mg de DHA en los que el dafio oxidativo generado por la

prueba de esfuerzo se anula totalmente.
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Media B-OHdG (ng/MKg 24h)
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Figura 48. Excrecion de 8-hidroxi-2’-dexosiguanosina en orina de 24 horas en relacion
al peso del sujeto para cada uno de los grupos de estudios evaluados y para cada
prueba. Valores medios + EEM.

Si definimos la variable “poder antioxidante de una sustancia” como “la
disminucion de la excrecion de 8-OHdG urinaria secundaria a la realizacion de

una prueba de esfuerzo con intensidad constante al 70% del VO:max del sujeto, tras

el consumo de dicha sustancia y en comparacion con la misma medida antes de

ingerirla, empiricamente seria:
([S-OHdG]postpru 1— [8-OHdG]prepru 1) - ([S-OHdG]postpruZ - [8'OHdG]prepru 2)
[8-OHdG]postpru 1: cantidad de 8-OHAG excretada en orina en 24 h en

relacion al peso del individuo, después de realizar la prueba 1 en la que no se ha

ingerido el producto experimental.

[8-OHdAG]prepru 1: cantidad de 8-OHdAG excretada en orina en 24 h en

relacion al peso del individuo, antes de realizar la prueba 1 en la que no se ha

ingerido el producto experimental.
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[8-OHdG]postpru 2: cantidad de 8-OHAG excretada en orina en 24 h en
relacion al peso del individuo, después de realizar la prueba 2 y después de haber
ingerido durante un tiempo el producto experimental.

[8-OHdG]prepru 2: cantidad de 8-OHdG excretada en orina en 24 horas en
relacion al peso del individuo, antes de realizar la prueba 2 y después de haber

ingerido durante un tiempo el producto experimental.

Los resultados de esta variable se presentan en la Figura 49.
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Figura 49. Disminucion de la excrecion de 8-hidroxi-2’-dexosiguanosina urinaria
secundaria a la realizacién de una prueba de esfuerzo con intensidad constante al 70%
del consumo maximo/pico de oxigeno del sujeto, tras el consumo de acido
docosahexaenoico. Valores medios = EEM.
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Los resultados de la figura 49 muestran que la capacidad de DHA para
frenar el dafno oxidativo generado por una prueba de esfuerzo aparece a partir del
consumo de 1050 mg y que dicho efecto se incrementa en las dosis superiores.
Asimismo, se observa que el consumo de 350 mg de DHA se comporta de forma
similar que placebo pero atendiendo a la biodisponibilidad del DHA, el consumo
de dicha dosis mantenida un tiempo mayor podria aportar resultados distintos

con respecto a placebo.

4.8 VARIABLES HEMATOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

481 Variables hematologicas

Al realizar la comparacion de los valores hematoldgicos se observa un
ascenso significativo durante la realizacion de las pruebas de esfuerzo de los
niveles de hemoglobina, numero de eritrocitos, hematocrito, ntimero de
leucocitos y numero de plaquetas (p<0,001 en todos los casos). Este aumento se
repite generalmente de forma similar en la prueba 1 y 2 y no se observan
diferencias significativas en dicho ascenso al comparar los distintos grupos entre
si (p=0,883, p=0,145, p=0,359, p=0,802, respectivamente). Estas variaciones pueden
ser atribuidas al estado de deshidratacion postprueba que sufren los sujetos. No
se observan, por tanto, variaciones en funciéon de la dosis de DHA ingerida
(Tablas 24a y 24b).
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Tabla 24a. Media y desviacion tipica de cada una de las variables hematoldgicas
analizadas en este estudio, antes y después de cada una de las pruebas de esfuerzo y en
cada uno de los grupos estudiados.

Dosis Prueba Eritrocitos Hemoglobina Hematocrito
106 cel/mmc g/dl %
Placebo Prueba Preprueba Media 4,6 14,3 41,5
DE 0,3 0,7 2,2
Postprueba Media 47 14,5 42,6
DE 03 0,7 2,1
Prueba Preprueba Media 4,7 14,0 42,0
DE 04 09 2,7
Postprueba Media 4,8 14,3 43,2
DE 04 0,9 2,5
350 mg Prueba Preprueba Media 4,8 14,8 43,5
DE 0,2 0,8 2,0
Postprueba Media 48 14,8 43,8
DE 03 0,8 2,6
Prueba Preprueba Media 48 14,5 43,5
DE 0,2 0,7 1,8
Postprueba Media 49 14,9 45,0
DE 0,2 0,9 2,4
1050 mg Prueba Preprueba Media 47 14,9 43,6
DE 0,3 0,6 1,4
Postprueba Media 49 15,6 45,7
DE 0,3 0,6 1,5
Prueba Preprueba Media 46 14,4 43,2
DE 0,3 0,6 1,9
Postprueba Media 49 14,9 45,1
DE 0,3 0,6 1,9
1750 mg Prueba Preprueba Media 47 14,8 42,9
DE 04 1,1 3,2
Postprueba Media 4,8 15,1 43,8
DE 03 1,0 2,8
Prueba Preprueba Media 4,7 14,1 42,3
DE 0,2 0,9 2,3
Postprueba Media 4,8 14,5 43,2
DE 0,2 0,9 2,3
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) Eritrocitos Hemoglobina Hematocrito

Dosis Prueba 106 cel/mmc g;gdl %
2450 mg Prueba Preprueba Media 46 14,5 43,1
DE 0,3 0,7 24
Postprueba Media 48 15,1 44,8
DE 0,3 1,0 3,0
Prueba Preprueba Media 47 14,7 43,7
DE 0,2 0,7 1,9
Postprueba Media 4.8 15,1 44,3
DE 04 1,2 3,2
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Tabla 24b. Media y desviacion tipica de cada una de las variables hematologicas
analizadas en este estudio, antes y después de cada una de las pruebas de esfuerzo y en
cada uno de los grupos estudiados.

. Leucocitos Plaquetas
Dosis Prueba 103 cel/mmc 103 cel/mmc
Placebo Prueba Preprueba Media 6,6 204,0

DE 1,1 34,9

Postprueba Media 10,4 229,4

DE 2,4 46,1

Prueba Preprueba Media 6,3 200,5
DE 0,9 27,6

Postprueba Media 9,0 228,2

DE 1,4 25,7

350 mg Prueba Preprueba Media 6,9 207,0
DE 2,7 49,4

Postprueba Media 8,0 218,1

DE 2,9 52,5

Prueba Preprueba Media 5,8 208,7
DE 09 30,6

Postprueba Media 9,9 237,0

DE 3,8 32,2

1050 mg Prueba Preprueba Media 59 187,1
DE 1,6 47,1

Postprueba Media 9,2 225,5

DE 2,4 43,6

Prueba Preprueba Media 5,4 191,9
DE 0,8 41,3

Postprueba Media 8,8 218,7

DE 1,9 45,8

1750 mg Prueba Preprueba Media 5,7 210,6
DE 1,0 32,0

Postprueba Media 8,6 243,9

DE 2,5 37,3

Prueba Preprueba Media 5,0 207,5
DE 1,3 24,3

Postprueba Media 8,6 240,2

DE 3,0 25,8
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. Leucocitos Plaquetas
Dosts Prueba 103 cel/mmc 103 cel/mmc
2450 mg Prueba Preprueba Media 5,7 178,6

DE 0,9 67,7

Postprueba Media 10,5 248,7

DE 2,3 57,9

Prueba Preprueba Media 5,7 209,6
DE 0,8 49,0

Postprueba Media 94 239,6

DE 2,3 53,3

4.8.2 Variables bioquimicas

Los resultados de la media y desviacion estandar de las variables séricas

evaluadas en este estudio se muestran en las tablas 25a, 25b, 26a y 26b.

Al igual que en las variables anteriores, al realizar la comparacion de estos
valores se observa un aumento estadisticamente significativo durante la
realizacion de las pruebas de esfuerzo (p<0,001 para los niveles de ferritina, acido
urico, GOT, GPT, GGT, LDH, CPK, potasio, CT total y HDL; p<0,014 para los
niveles de sodio; p<0,002 para los niveles de LDL), excepto para la concentracion
de glucosa, TAG y de creatinina que no muestran diferencias estadisticamente
significativas (p=0,548, p=0,616 y p=0,168, respectivamente). Este aumento se
repite de forma similar en la prueba 1 y 2 y no se observan diferencias
significativas en dicho ascenso al comparar los distintos grupos entre si (p>0,05 en
todos los casos). Estas variaciones observadas en estos parametros pueden ser
atribuidas al estado de deshidratacion postprueba que sufren los sujetos. Por
tanto, no se observan variaciones de las variables séricas en funcion de la dosis de
DHA ingerida.
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Tabla 25a. Media y desviacidn tipica de cada una de las variables bioquimicas analizadas
en este estudio, antes y después de cada una de las pruebas de esfuerzo y en cada uno de
los grupos estudiados.

Ferritina Glucosa Creatinina Acido tirico

Dosis Prueba ng/ml mg/dl  mg/dl mg/dl
Placebo Prueba Preprueba Media 141,8 80,6 1,1 3,9
DE 92,3 18,8 0,2 1,3

Postprueba Media  152,7 83,3 1,3 41

DE 96,7 18,3 0,3 1,4

Prueba Preprueba Media 1292 92,6 1,1 472

DE 79,2 8,6 0,1 0,6

Postprueba Media  136,6 86,2 1,2 44

DE 82,8 8,1 0,1 0,6

350 mg Prueba Preprueba Media 1149 83,2 1,0 44
DE 62,6 10,2 0,1 09

Postprueba Media 119,9 90,1 1,2 4,6

DE 62,6 12,2 0,2 0,9

Prueba Preprueba Media 100,1 89,7 0,9 4,1

DE 51,1 13,0 0,1 1,1

Postprueba Media  106,3 94,8 1,1 44

DE 52,6 11,3 0,2 1,1

1050 mg Prueba Preprueba Media 144,1 85,9 1,0 4,9
DE 90,5 14,2 0,1 1,3

Postprueba Media  159,0 86,2 1,3 5,2

DE 99,8 10,8 0,2 1,3

Prueba Preprueba Media 133,0 94,6 1,1 48

DE 76,9 19,5 0,1 1,0

Postprueba Media  143,2 87,5 1,2 5,2

DE 82,0 15,7 0,2 1,2

1750 mg Prueba Preprueba Media 103,7 86,4 1,0 4,0
DE 72,5 9,2 0,1 1,2

Postprueba Media 117,44 92,5 1,2 472

DE 73,8 18,3 0,1 1,1

Prueba Preprueba Media 1099 89,5 1,1 472

DE 81,7 11,4 0,1 1,1

Postprueba Media  120,5 89,7 1,2 44

DE 87,9 16,2 0,1 1,2
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Ferritina Glucosa Creatinina Acido tirico

Dosis Prueba ng/ml mg/dl  mg/dl mg/dl
2450 mg Prueba Preprueba Media 214,3 84,4 1,0 4,3
DE 175,4 11,7 0,2 1,2

Postprueba Media  242,0 89,1 1,1 4,6

DE 204,2 11,1 0,3 1,2

Prueba Preprueba Media 238,0 84,0 1,0 4,3

DE 198,1 12,2 0,2 1,5

Postprueba Media 270,3 82,1 13,8 4.8

DE 234,8 10,2 35,6 1,5
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Tabla 25b. Media y desviacion tipica de cada una de las variables bioquimicas analizadas
en este estudio, antes y después de cada una de las pruebas de esfuerzo y en cada uno de
los grupos estudiados.

GOT GPT GGT
uIn Ul uin

Placebo Prueba Preprueba Media 25,3 25,7 179

Dosis Prueba

DE 18,7 11,7 5,6

Postprueba Media 28,6 27,3 21,1

DE 21,5 12,6 102

Prueba Preprueba Media 19,9 21,8 18,4

DE 4,7 6,6 5,5

Postprueba Media 21,8 23,2 19,5

DE 4,9 6,8 6,7

350 mg Prueba Preprueba Media 20,1 209 152
DE 6,7 6,5 2,5

Postprueba Media 22,7 22,7 16,2

DE 7,9 6,9 2,9

Prueba Preprueba Media 17,8 17,3 16,0

DE 34 2,5 4,1

Postprueba Media 19,8 18,7 18,2

DE 3,8 2,8 33

1050 mg Prueba Preprueba Media 23,1 24,0 20,6
DE 3,8 64 185

Postprueba Media 25,1 24,7 21,9

DE 55 87 188

Prueba Preprueba Media 21,3 23,0 19,9

DE 4,1 8,1 18,0

Postprueba Media 23,5 246 20,8

DE 5,6 84 195

1750 mg Prueba Preprueba Media 26,2 25,7 189
DE 9,1 102 54

Postprueba Media 29,0 27,5 20,3

DE 9,8 11,5 59

Prueba Preprueba Media 22,0 23,4 19,0

DE 4,6 8,8 4,9

Postprueba Media 24,8 245 19,2

DE 53 9,3 54

2450 mg Prueba Preprueba Media 20,6 209 228
DE 4,5 4,8 4,4

Postprueba Media 23,3 229 253
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. GOT GPT GGT
Dosis Prueba 167/ BN U) 1 B §) V)
DE 55 51 5,9

Prueba Preprueba Media 20,8 25,0 248

DE 3,3 7,7 4,6

Postprueba Media 26,9 27,3 27,8

DE 5,2 8,1 5,7
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Tabla 26a. Media y desviacidn tipica de cada una de las variables bioquimicas analizadas
en este estudio, antes y después de cada una de las pruebas de esfuerzo y en cada uno de
los grupos estudiado.

LDH CKP Sodio Potasio

Dosis Prueba U/l Ul mEql  mEg/
Placebo Prueba 1 Preprueba Media 2859 432,8 136,3 5,0
DE 53,5 723,2 3,1 0,7
Postprueba Media  298,9 493,4 136,8 5,4
DE 65,6 820,9 3,0 0,9
Prueba 2 Preprueba Media 279,1 208,7 136,7 4.8
DE 39,9 125,7 1,8 0,5
Postprueba Media  293,9 232,6 137,1 49
DE 49,7 143,0 3,0 0,5
350 mg Prueba 1 Preprueba Media 275,11 193,0 136,4 4,8
DE 50,8 152,1 1,7 0,2
Postprueba Media  315,7 214,6 137,0 53
DE 61,5 163,0 1,2 0,5
Prueba 2 Preprueba Media 270,9 138,6 136,8 4,8
DE 62,1 36,8 1,1 1,1
Postprueba Media  311,8 156,9 138,2 49
DE 53,1 42,2 1,3 0,5
1050 mg Prueba 1 Preprueba Media 270,5 175,4 136,2 5,0
DE 52,4 92,0 2,7 0,6
Postprueba Media  293,9 211,9 137,0 5,2
DE 82,4 99,8 3,3 0,8
Prueba 2 Preprueba Media 241,8 165,7 136,3 49
DE 30,1 71,8 3,6 1,3
Postprueba Media 274,3 199,5 136,8 54
DE 34,5 89,6 3,8 1,6
1750 mg Prueba 1 Preprueba Media 2864 257,3 137,0 5,2
DE 66,0 308,7 3,7 0,7
Postprueba Media  345,0 288,4 139,0 5,1
DE 80,3 330,6 51 0,9
Prueba 2 Preprueba Media 271,2 168,4 136,3 5,3
DE 36,7 84,3 3,1 1,4
Postprueba Media  323,6 191,3 137,3 5,4

DE 55,2 94,4 3,3 1,4
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Dosis Prueba LDH CKP Sodio Potasio
uln uri mEq/1 mEq/1

2450 mg Prueba 1 Preprueba Media 267,6 170,3 138,5 47
DE 38,1 92,0 2,1 04

Postprueba Media  317,6 200,1 138,5 5,1

DE 59,2 100,6 2,6 0,3

Prueba 2 Preprueba Media 2704 167,1 136,0 5,9

DE 36,6 71,1 3,3 1,4

Postprueba Media  342,8 188,8 136,3 6,7

DE 83,6 77,0 2,6 1,3
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Tabla 26b. Media y desviacion tipica de cada una de las variables bioquimicas analizadas
en este estudio, antes y después de cada una de las pruebas de esfuerzo y en cada uno de
los grupos estudiado.

Dosis Prueba cT TAG HDL LDL
mg/dl mg/dl mg/dl  mg/dl

Placebo Pruebal Preprueba Media 187,2 151,1 56,5 100,4
DE 40,0 101,5 12,9 30,4

Postprueba Media 198,6 133,6 59,1 112,8

DE 33,7 66,2 13,8 27,9

Prueba2 Preprueba Media 194,6 125,5 60,8 108,7

DE 39,4 64,2 15,0 27,1

Postprueba Media 201,5 120,0 63,7 113,7

DE 36,9 65,0 15,5 23,9

350 mg Pruebal Preprueba Media 180,1 123,2 68,8 86,7
DE 27,2 93,4 17,4 33,9

Postprueba Media 190,3 89,2 72,6 99,9

DE 32,2 26,1 15,5 24,1

Prueba2 Preprueba Media 192,6 83,2 73,8 102,1

DE 34,3 22,9 21,4 23,8

Postprueba Media 200,6 81,8 78,0 106,2

DE 37,4 15,9 20,5 29,7

1050 mg Pruebal Preprueba Media 200,0 126,8 57,8 116,7
DE 37,4 50,5 11,1 24,4

Postprueba Media 210,2 112,3 61,5 126,2

DE 45,8 47,7 10,8 33,6

Prueba2 Preprueba Media 203,2 91,8 64,1 120,7

DE 44,8 33,6 13,8 42,3

Postprueba Media 205,3 101,8 67,5 117,5

DE 53,9 25,5 13,9 48,2

1750 mg Pruebal Preprueba Media 207,3 1244 64,2 117,9
DE 26,2 435 11,4 25,8

Postprueba Media 216,9 124,2 67,5 124,0

DE 29,7 48,0 12,5 21,1

Prueba2 Preprueba Media 205,3 106,8 70,5 111,5

DE 30,4 48,6 14,5 36,2

Postprueba Media 215,0 131,0 73,8 121,4

DE 33,7 104,8 15,7 30,8
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Dosis Prueba CT TAG HDL LDL
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
2450 mg Pruebal Preprueba Media 178,8 82,0 58,6 103,7
DE 32,0 39,4 8,1 21,5
Postprueba Media 191,9 92,1 62,0 105,4
DE 45,1 32,8 7,9 37,5
Prueba2 Preprueba Media 187,9 101,3 63,4 113,0
DE 42,8 57,5 11,8 25,5
Postprueba Media 203,8 97,0 67,0 1174
DE 50,6 56,3 10,9 40,6
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5. DISCUSION

En el presente estudio participaron 54 varones con amplio rango de edad
(20-60 afios), y una edad media de 38,6 (9,8) afos. Los sujetos a estudio eran
fisicamente activos y presentaban una media de 9,1 (4,6) h de actividad fisica
general y 7,6 (3,7) h de ciclismo en particular, sin diferencias significativas entre
los grupos en el niumero de horas dedicadas al deporte (p=0,961) y al ciclismo
(p=0,518). Al realizar comparacioén del VO:max relativo al peso y del VO: en el UV2
tampoco se observaron diferencias significativas (p=0,536 y p=0,846,
respectivamente) entre los grupos. La evaluacién de las condiciones de
laboratorio (temperatura y humedad relativa) no mostré diferentes significativas
(p=0,265 y p=0,985, respectivamente), al igual que la valoraciéon de consumo
hidrico intraprueba entre los sujetos (p=0,454). Por dltimo, no se apreciaron
diferencias significativas entre los grupos al analizar la alimentacion de los
deportistas (p<0,05); aunque se observaron pequenas diferencias en el consumo

de AGPI n-3 éstas no fueron estadisticamente significativas (p=0,142).

Las variables mencionadas influyen en los resultados obtenidos en este
trabajo y la ausencia de diferencias significativas entre los distintos grupos a
estudio convierte en homogéneos a todos los grupos para cada una de estas
variables. Por tanto, los datos obtenidos no pueden ser atribuibles al efecto de

estas variables.

La poblacién del estudio se estratifico en 5 grupos: placebo y 4 grupos con
dosis distintas de DHA (350 mg/d, 1050 mg/d, 1750 mg/d y 2450 mg/d). Los
sujetos del estudio fueron hombres deportistas sanos, no fumadores ni
consumidores habituales de bebidas alcohodlicas, con al menos 18 afios, sin
padecimientos cronicos ni consumidores de alimentos funcionales enriquecidos
con AGPI n-3 en el mes anterior al inicio del estudio o durante la realizacion del

mismo.
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5.1 BIODISPONIBILIDAD DEL ACIDO GRASO DOCOSAHEXAENOICO

El contenido de DHA en la membrana de eritrocitos es considerado el mejor
marcador de biodisponibilidad a largo plazo, siendo efectivo a distintas dosis, y
en adultos, nifios, adolescentes y mujeres embarazadas y lactantes'®®. Ademas,
este marcador se correlaciona adecuadamente con las concentraciones de AG de
cadena larga n-3 en la membrana celular del tejido miocdrdico, hepatico y renal’>.
Asimismo, el porcentaje de DHA en las membranas eritrocitarias es un marcador

de adherencia a ingestas de DHA y EPA en intervenciones nutricionales?”.

La valoracién del cambio del perfil de AG en la membrana celular de
eritrocitos no mostré cambios en la cantidad relativa de AGS y AGPI en ninguno
de los grupos a estudio. Sin embargo, se constaté un descenso significativo en
relacion a los AGMI en los grupos con consumo de 350, 1050 y 1750 mg/d, y una
reduccion no significativa en el grupo con consumo de 2450 mg/d. Al analizar los
AGPI n-3 en conjunto se observé un incremento significativo dosis-dependiente
en todos los grupos, mientras que los AGPI n-6 descendieron de forma
significativa cuando el DHA se consumid en dosis iguales o superiores a 1050
mg/d. Como consecuencia, el cociente n6/n3 experimenté un descenso dosis-
dependiente significativo en todos los grupos con consumo de DHA. Asimismo,
al estimar los AGPI por separado se observé un incremento estadisticamente
significativo del porcentaje de DHA en todas las dosis de estudio, con aumento
del 17,4, 20,2, 30,3 y 30,0% para los grupos con consumo de 350, 1050, 1750 y 2450
mg/d, respectivamente. Con respecto al EPA, se constaté un incremento dosis-
dependiente significativo en dosis superior o igual a 1750 mg/d; los otros grupos
del estudio mostraron incremento no significativo. La baja concentracion de EPA
en el producto experimental no justifica el incremento observado, por lo que este
resultado puede ser debido a la retroconversion de DHA a EPA. En este sentido,
en fosfolipidos de LDL se ha informado de que el consumo de DHA a dosis de
400-1600 mg/d durante 2 semanas conlleva una retroconversion del 12%?'7, lo que
podria justificar el resultado observado. En relacion al DPA no se observaron
cambios significativos en ninguno de los grupos a estudio, lo que parece ser
debido a que el incremento del DPA es dependiente de la presencia de EPA en el

suplemento empleado??; sin embargo, Cazzola et al?” observaron que la
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suplementacion diaria con 720 mg de DHA y 286 mg de EPA durante 4 semanas
incrementa de forma significativa la concentracion de DPA en membrana
eritrocitaria. Ademas, hubo un descenso significativo de ARA tras el consumo de
dosis de DHA iguales o superiores a 1050 mg/d. En consonancia con este
resultado, Cazzola et al?”® también informaron de un descenso de ARA a dosis de
720 mg DHA y 286 mg EPA durante 4 semanas. Ademas, Calzada et al?'” también
observaron un descenso del 11% de ARA tras 2 semanas de consumo de DHA de
1600 mg/d, situacion no observada en consumos de 200-800 mg (datos en
fosfolipidos de LDL). Como consecuencia de la reduccién de ARA, se observé un
descenso del indice ARA/DHA en todos los grupos que consumieron DHA, que
fue dosis-dependiente y estadisticamente significativo en consumos superiores o
iguales a 1050 mg/d. Asimismo, el incremento de DHA y EPA con reduccion
concomitante de ARA justifica la ausencia de cambios en la cantidad relativa de
AGPI en la membrana de los eritrocitos. Por ultimo, se observé una disminucion
dosis-dependiente significativa del cociente AGS/DHA en los grupos que
consumieron DHA derivado del incremento observado de DHA en la membrana

del eritrocito.

Tras la revision bibliografica desarrollada so6lo se han encontrado 3 estudios
que relacionen distintas dosis de DHA con el perfil de AG en membrana
eritrocitaria. En consonancia con nuestros resultados, Milte et al?° observaron un
incremento dosis-dependiente significativo de DHA y de AGPI n-3 (DHA y EPA)
al emplear distintas dosis de DHA (0,52 g DHA y 0,12 g EPA; 1,04 gDHAy 0,24 g
EPA; 1,56 g DHA y 0,36 g EPA) durante 12 semanas en sujetos con un indice de
masa corporal superior a 25 kg/m?2. Barcel6-Coblijn et al**' emplearon dosis de 0,6
y 1,2 g AGPI n-3 (EPA:DHA 2:1) en sujetos sanos durante 12 semanas y no
observaron cambios en la cantidad relativa de AGS, AGMI y AGPI; aunque
nuestros datos muestran igual resultado para AGS y AGPI, se observd un
descenso significativo de los AGMI para dosis de 350-1750 mg/d. Ademas, al
contrario que nosotros, no observaron un incremento significativo de DHA y
determinaron un incremento de DPA, datos que parecen ser debido al bajo
contenido de DHA y al elevado porcentaje de EPA en el suplemento empleado.
Por el contrario, Browning et al*® informaron de un incremento dosis-
dependiente significativo de DHA y AGPI n-3 (p<0.001), y la concentracion de

EPA en membrana eritrocitaria no mostré6 un incremento dosis-respuesta, al
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emplear dosis distintas de DHA y EPA (0,25gy 0,21 g;05gy042g;1,0gy 0,84 g) en
individuos sanos durante 12 meses.

Otros estudios han evaluado la biodisponibilidad del DHA a dosis unicas.
Klinger et al*® observaron que el consumo de 510 mg/d de DHA durante 29 dias
supuso un incremento significativo de DHA en membrana eritrocitaria (p<0.001)
pero no un cambio en el contenido de EPA, lo que segtn los autores indica que la
dosis y duracién de la suplementacién no fueron suficientes para que se
produjera retroconversion. Ademas, la reduccion de ARA no fue estadisticamente
significativa. Por el contrario, Capd et al®? determinaron una reduccion
significativa de ARA al suplementar la dieta de futbolistas con 1,14 g/d de DHA
durante 8 semanas y un incremento dosis-dependiente de DHA en membrana
eritrocitaria, ambos resultados similares a los datos obtenidos con dosis de DHA

de 1050 mg/d durante 4 semanas.

Por ultimo, nuestros datos fueron similares a un estudio en sujetos con
fibrosis quistica a los que se les suplemento la dieta con DHA en forma de TAG a
dosis de 50 mg/kg/d, lo que supuso una consumo diario medio de 1-4,2 g de
DHA, durante 6 meses; los niveles de DHA en el grupo placebo se mantuvieron
estables, mientras que en el grupo experimental se observdé un incremento
significativo de DHA, EPA y AGPI n-3, y un descenso significativo de ARA (29%)
e indice ARA:DHA (80%) en la membrana eritrocitaria?.

En definitiva, segun nuestros datos, el consumo de DHA produce un
incremento de AGPI n-3, principalmente DHA y en menor medida de EPA, pero
no de DPA, en la membrana del eritrocito. El ascenso de DHA y EPA produce un
desplazamiento em la membrana eritrocitaria del ARA y disminuye su contenido
eritrocitario al consumir el DHA a dosis iguales o superiores a 1050 mg/d. El
aumento de las concentraciones de DHA y EPA encontrada en el perfil de la
membrana de eritrocitos es similar al establecido en la literatura en la que se
informa que al suministrar DHA como suplemento se incrementan las
concentraciones de DHA y EPA en las membranas de los tejidos. El aumento del
DHA se produce de modo dosis-dependiente y el aumento del EPA se observa en
menor medida'®®. En alimentos fortificados con DHA también se ha observado un
incremento de DHA en membrana eritrocitaria con incremento menor en EPA.

Ademas, el contenido elevado de DHA se mantiene durante mdas tiempo en
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comparacion con EPA en membrana de eritrocitos tanto en individuos sanos?>

como en individuos con patologias?®.

5.2 ACIDO GRASO DOCOSAHEXAENOICO COMO ANTIOXIDANTE

Los 54 sujetos a estudio fueron sometidos a 2 pruebas de esfuerzo (ejercicio
fisico aerdbico) de alta intensidad (70% del VOzmax) y larga duracion (90 min)
como modelo inductor de estrés oxidativo, lo que supone una produccion
suficiente de ER, como se ha observado en protocolos de ejercicio en torno al 75%
del VOouma®, que permitié determinar la capacidad antioxidante del DHA

consumido a distintas dosis durante 4 semanas.

Se evaluo el dafio oxidativo al ADN basal y el dafio inducido por una
prueba de esfuerzo de elevada intensidad y larga duracion realizada antes y
después del consumo de cada una de las dosis a estudio. El dafio oxidativo al
ADN se valoré mediante la determinacion de la 8-OHAG en orina 24 h, marcador
aceptado como indicar de dano oxidativo al ADN en humanos*>?”!. La presencia
de este marcador, que no se produce durante el normal metabolismo de
nucledtidos®, surge cuando estos sufren un dano inducido por ER?72%, Aunque
algunos estudios no han observado elevacion de este marcador como respuesta al
ejercicio®, nuestro protocolo de estrés oxidativo conllevd un incremento
significativo de la excrecion urinaria de 8-OHdG (placebo p<0,001; 350 mg
p<0,008; 1050 mg p<0,002; 1750 mg p<0,001; 2450 mg p<0,003) al comparar la
muestra de orina preprueba con la muestra postprueba de la prueba 1 (sin
consumo de DHA).

En los altimos afios se ha verificado la necesidad de revision de los criterios
que relacionan a los AGPI n-3 (EPA y DHA) con el riesgo de peroxidacion
lipidica. A pesar de los beneficios en la salud derivados de su consumo, elevar su
consumo incrementa su incorporacion a las membranas plasmaticas, lo que
podria inducir un incremento de la peroxidacion lipidica??* como consecuencia
del aumento del indice de insaturacion de las membranas; asi, al incrementar

dicho indice, el DHA incrementa el numero de “dianas” para las ER generadas?®.
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5.2.1 Estudios in vitro

Diversos estudios en lineas de células tumorales han observado un efecto
citotoxico al tratar dichas células con DHA. En células de cancer de prostata se ha
observado un incremento de generacion de ERO a nivel mitocondrial dosis-
dependiente (10-50 uM), lo que conlleva disfunciéon mitocondrial derivada de la
incorporacion del DHA a la membrana mitocondrial y reduccion de la viabilidad
celular??”’. En células de cancer de mama (MCEF-7) se han obtenido datos similares
con dosis de 30 uM, aunque este estrés incrementado no se produjo al emplear
a-tocoferol, acido ascorbico y N-acetil-L-cisteina®. De modo similar, en células de
cancer de mama se ha observado un incremento de la apoptosis con dosis de 50-
300 uM por incremento del grado de insaturacion de la membrana tumoral®®.
Otro estudio demostré menor viabilidad en células tumorales pancreaticas,
tratadas con DHA (30 uM), antes de la exposicién a H202 como consecuencia de
una mayor sensibilidad al estrés oxidativo derivada de la inhibicién del NF-xB?%*.
Asimismo, en células de cancer de ovario y pancreas se ha observado que el DHA
reduce la expresion génica de la SOD1 y, por tanto, la capacidad antioxidante
endogena de las células tumorales®. En el mismo sentido, se ha observado una
reduccion de la expresion de SOD1 y de los niveles de GPx4 (50%) en células de
cancer de ovario, linfoma de células B, leucemia de células T, leucemia mieloide y
mieloma??, y una inhibicién de la GPx1 en células de cancer de mama (MDA-MB-
231) cuando se emplea de forma conjunta DHA (30 uM) y doxorubicina??.
Ademas, se han observado datos similares en modelos en animales (ratas)* y en
pacientes con cancer de mama con metastasis, en los que el consumo de 1,8 g de
DHA/d en el tratamiento con quimioterapia conlleva una mayor eficacia del
tratamiento derivado del mayor contenido de DHA en la membrana plasmatica
de la célula tumoral, sin incrementos de lesion miocardica, situacion tipica en

quimioterapia a causa de la mayor generacion de ERO*".

Los resultados en células tumorales son concluyentes y, por ello, se ha
sugerido que el incremento de peroxidacion lipidica podria suponer un peligro
potencial en células normales®*. Los estudios in vitro desarrollados muestran
resultados contradictorios. Por un lado, se ha observado un efecto prooxidante
del DHA en células endoteliales (Ea hy 926) al emplear una dosis de 50 uM,al
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incrementar la generacion de ERO y, consecuentemente, de dienos conjugados?2.
De igual modo, en células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) se ha observado
un efecto dosis-dependiente (5, 10, 20 y 50 uM) en la produccion de H20, siendo
el incremento significativo a partir de 20 pM, aunque se ha sugerido que este
efecto no es perjudicial ya que el H2O: es necesaria para el crecimiento de las
células neurales inmaduras (neuritas) via modulacion de la ERK¥2. Por el
contrario, otros estudios han informado de un efecto antioxidante del DHA.
Primero, el DHA reduce la sintesis de ERO en células neurales C6 (25 uM)>s,
macrdfagos RAW 264.7 (100 uM)>* y en células endoteliales adrticas humanas (1,
5y 10 uM) de modo dosis-dependiente?®. Segundo, el DHA presenta un efecto
neutralizador de H20: en células ganglionares de retina de modo dosis-
dependiente (0,1, 1 y 10 pM)?**® y un efecto neutralizador de Oz (1, 5 y 10 pM),
siendo dicho efecto superior, pero idéntico, a dosis de 5 y 10 pM?'8. Tercero, el
DHA reduce el estrés oxidativo al reducir la entrada de Ca*? a nivel intracelular
(10 y 20 uM)®% Cuarto, el DHA reduce el estrés oxidativo al inducir diversas
enzimas relacionadas con el estrés oxidativo. Por ejemplo, el DHA a dosis de 20
UM conlleva un incremento significativo de GSH en células hepaticas humanas
HepG2, con mejora de la actividad SOD, GPx y glutation S-transferasa (GST)
(p<0,05), y no asi de la actividad CAT?*. En células de fibroblastos humanos se ha
observado que la suplementacion de DHA a dosis de 5, 15, 30 y 60 uM induce la
sintesis de GSH por induccion de enzimas reguladoras del pool intracelular de
GSH: GR, gamma-glutamil-cisteinil ligasa y hemooxigenasa 1; aunque se produjo
una reduccién de GSH hasta las 8 h, a las 24 y 48 h se observo un incremento
significativo de la misma (p<0,01). Asimismo, se observo que la dosis de 30 pM
supuso un incremento significativo de DHA en membrana, con menor aumento
de EPA y reduccion de ARA»>. Ademas, en células megacariobasticas humanas
(MEG-01) se ha observado un incremento significativo de la expresion de GPx1
(10 y 100 uM), y GPx4 y CAT (100 uM) por expresion al alza del ARNm para
PPAR p/6 y PPAR-p. En macrofagos RAW 264.7 también se ha demostrado
reduccion de la expresion de la iNOS con dosis de 100 uM sin neutralizacion del
NOe*24, Por ultimo, en células epiteliales del pigmento de retina humano se ha
informado que un subproducto del DHA, la NPD1, inhibe la activacion de la via
de la caspasa-3 inducida por estrés oxidativo, lo que demuestra un efecto

antioxidante indirecto del DHA?»”. Sin embargo, otros estudios no muestran
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modificacion del estrés oxidativo. En células de musculo liso arterial coronario
humano sometidas a hipoxia y reoxigenacion, el uso de dosis de 1, 3, 10 y 30 uM
ni incrementa ni reduce la sintesis de ERO y NO*#!. De forma similar, en células
de trofoblastos se ha constatado que dosis de 1 y 10 pM no suponen un
incremento de MDA, pero reducen de forma significativa la 8-OHdG; a dosis de
100 pM no se produce una reduccidn significativa de la 8-OHAG y si un

incremento significativo de MDA?%3,

5.2.2 Modelos animales

Los estudios en modelos animales también han mostrado resultados
contradictorios en lo que respecta al incremento de peroxidaciéon lipidica por

incremento del indice de insaturacion en membranas plasmaticas.

Por un lado, el contenido de DHA en la dieta de ratas Sprague-Dawley
influye en el grado de peroxidacién lipidica. Asi, cantidades variables de DHA (0,
1,0, 3,4 y 8,7% de kcal totales) durante 14 dias conllevaron un incremento dosis-
dependiente de TBARS a nivel renal, sin modificacion del contenido de GSH y de
actividad GPx. Sin embargo, los niveles de TBARS a nivel hepatico en el grupo
8,7% no fueron superiores a los del grupo 3,4%, incumpliendo asi el indice de
peroxibilidad, pero se generd un incremento significativo de GSH (p<0,05) y
actividad GPx (p<0,05) a dosis de 8,7%. Ademas, en un segundo experimento en
el que se empled una cantidad tnica de DHA (8,7%) con dosis variable de
vitamina E (54, 134 y 402 mg/kg) durante 15 dias se observo un contenido de GSH
superior y una actividad GPx menor, ambos estadisticamente significativos
(p<0,05), en comparacién con el grupo control, sin influencia de la dosis de
vitamina E empleada. Por el contrario, a nivel renal se determind, de forma
significativa (p<0,05), un contenido de GSH mayor y una actividad GPx reducida

dependiente de la dosis de vitamina E*®.

De igual forma, una dieta con un contenido de 50 g/kg de AGPI n-3 (9,6%
EPA y 10,2% DHA), en comparacion con una dieta con 50 g/kg de n-6, a igual
consumo de vitamina E (59 mg/kg dieta seca) supone un mayor grado de
peroxidacion lipidica (TBARS) al tratar ex vivo células hepaticas de ratas Wistar
con 10 uM de H202 (p<0,01). Las células de los animales alimentados con aceite de

pescado que no fueron sometidas a estrés oxidativo presentaron un mayor
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contenido de TBARS en comparacion con las células de animales alimentadas con
una dieta rica en AGPI n-6, pero tras su exposicion a 10 uM de H20:,1a formacion
de 8-OHdG fue inferior en el grupo con alto contenido en AGPI n-3. Con respecto
a la 8-OHJG, los autores sugirieron que una mayor peroxidacion lipidica podria
en si reducir el dafio oxidativo al ADN, siempre y cuando la ingesta de los AGPI

n-3 vaya acompafnada de vitamina E>.

Por ultimo, se ha sugerido que el contenido de vitamina E en los
suplementos de aceite de pescado influye en la produccion de MDA. Asi, el uso
de un suplemento de aceite de pescado con 0,75 IU d-a-tocoferol/g en dosis de 5%
(28,0% DHA y 7,7% EPA) durante 10 semanas en ratas Sprague-Dawley

incremento de forma significativa los niveles plasmaticos de MDA?”.

Por el contrario, otros estudios en modelos animales han demostrado un
efecto antioxidante del DHA. En ratas Sprague-Dawley embarazadas, la
suplementacion con DHA a dosis de 2,5 mg/kg peso corporal durante 19 dias
incremento significativamente la actividad SOD a nivel hepatico y cerebral,
ademas de la GPx hepatica y CAT cerebral, con sintesis de NO* reducida a nivel
hepatico?. En ratas Sprague-Dawley también se ha demostrado un incremento
significativo (p<0,01) de la actividad SOD en plasma al emplear un suplemento de
aceite de pescado (19% EPA y 13% DHA) en la semana 1 y 3 postconsumo ad
libitum3®, Asimismo, en ratas Sprague-Dawley, con o sin exposicion a un agente
prooxidante (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina), el uso de 250 mg DHA/kg de
peso corporal en ratas no expuestas supuso un incremento significativo de SOD,
CAT, GPx y GSH a nivel hepatico; ademads, cuando las ratas fueron expuestas al
agente oxidante se originé una reducciéon significativa del efecto reductor del
oxidante sobre las enzimas antioxidantes enddgenas?”. En ratas Sprague-Dawley
el uso de suplementos de aceite de pescado (28,0% de DHA y 7,7% de EPA; 17,4%
de EPA y 11,7% de DHA), que suponen una suplementacion del 5% p/p, con
antioxidantes (3,50 IU d-a-tocoferol/g), durante 10 semanas no supuso un
incremento de los niveles de MDA e increment¢ la actividad de la NOS a nivel
cerebral?®. Con respecto a ratas Wistar, el consumo de 0,4 g/kg/d de aceite de
pescado (18% EPA y 12% DHA) durante 30 dias supuso un incremento
significativo de la actividad plasmatica de SOD (p<0,001), sin modificacion de las
actividades GPx y XO, y reduccion de los niveles plasmaticos de TBARS (p<0,05);

segun los autores, el incremento de actividad SOD podria suponer mayor
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resistencia al ataque de los RL y, por tanto, reducir la peroxidacion lipidica®; la
aplicacion del mismo disefio de estudio, pero con aportacion del aceite de
pescado via sonda, supuso reduccién de MDA (p<0,005), incremento de actividad
CAT (p<0,0001) y menores niveles de NO°* (p<0,002), todos resultados
estadisitcamente significativos, a nivel eritrocitario; sin embargo, no hubo
modificacion de actividad SOD y GPx*2. Asimismo, también se ha evaluado el
efecto sobre las enzimas enddgenas al introducir AGPI n-3 en matriz alimentaria.
El consumo de leche en polvo con adiciéon de 7 mg/g de EPA y DHA durante 60
dias en ratas Wistar supuso un incremento significativo en actividad CAT, pero
no significativo en SOD, una reduccién de actividad GPx (25-36%) e incremento
de la actividad GST (34-39%); sin embargo, se observd un incremento de
peroxidos lipidicos en higado (112%) y plaquetas (355%)°*®. Ademads, un estudio
ex vivo en raiz adrtica de ratones apoE’- demostrd que el uso de aceite de sabalo
atlantico (14,0 mol% EPA, 9,2 mol% DHA), que corresponde al 5% de las calorias,
redujo de forma significativa (p<0,05) la produccion de Oz por parte del
complejo nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato oxidasa a las 14 y 20 semanas
de tratamiento, no asi a las 8 semanas. Ademads, se determind un incremento
significativo de la generacion de NO* (30%) en comparacion con el grupo control
(aceite de maiz) a las 14 (p<0,01) y 20 semanas (p<0,05) debido al incremento
también significativo de la expresion de eNOS en las semanas 14 (p<0,01) y 20
(p<0,05), y no asi de la iNOS (inducible por estrés oxidativo), que descendid
significativamente en las semanas 14 (p<0,05) y 20 (p<0,05), justificando este
descenso la ausencia de estrés oxidativo; aunque se observaron niveles superiores
de grupos carbonilos y MDA a las 8 semanas de consumo, a las 20 semanas el
incremento se vio reducido, lo que segtin los autores podria ser debido a que los
productos de peroxidacion lipidica a dosis subletales inducen una adaptacion
celular y una mejora en la tolerancia contra el estrés oxidativo subsecuente

mediante regulacion al alza de sistemas antioxidantes®*.

Por ultimo, en modelos animales en situacion patologica también se ha
observado un efecto antioxidante del DHA. Asi, en ratas Wistar diabéticas
alimentadas con una dieta rica en grasa, la suplementacién con aceite de pescado
(DHA:EPA 5:1; 3% de calorias diarias) durante 4 semanas generd a nivel hepatico
una reduccidn significativa de los niveles de TBARS (p<0,05), del ratio enziméatico
SOD/CAT (p<0,05) y del contenido de CAT (p<0,05), e incremento de los niveles
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de SOD2 (p<0,05), sin modificacion en los niveles de grupos carbonilos?®.
Ademas, en ratas Wistar con diabetes gestional se informé de que una dieta rica
en AGPI n-3 (22,2 g de EPA y 2 g de DHA) conlleva en las crias nacidas una
reduccion de los contenidos de LOOH y grupos carbonilos en comparacién con
una dieta rica en AGPI n-6 (21,3 g) tanto en el dia de nacimiento como a los 90
dias de edad?%.

5.2.3 Modelos humanos

Con respecto a los estudios en humanos, los datos disponibles tampoco son
concluyentes. Asi, se ha informado de efecto prooxidante, ausencia de

modificacidon sobre marcadores de estrés oxidativo y efecto antioxidante.

En pacientes que iban a ser sometidos a cirugia cardiaca con circulacion
extracorporea (n=95), la suplementacion con 2 g/d de AGPI n-3 (DHA:EPA 2:1)
durante 5 dias supuso un incremento significativo de los niveles de MDA (p<0,05)
en comparacion con los valores basales y con el grupo placebo pero al afadir al
tratamiento experimental un consumo diario de 1 g de vitamina C mas 400 UI de
vitamina E durante los 2 dias previos a la intervencion se observd que ambos
grupos presentaban valores similares de MDA. Por el contrario, tras la
intervencion (6-8 h) y a los 5 dias, el grupo placebo exhibié unos niveles
significativamente superiores de MDA (p<0,01) respecto a los niveles basales y a

los valores observados en el grupo experimental®.

En una muestra de 40 adultos sanos (22 hombres y 18 mujeres) se evaluo el
efecto de distintas dosis de AGPIn-3 (1,4 g de EPAy 1,1 g de DHA; 2,7 g de EPA
y 2,4 g de DHA; 4,1 g de EPA y 3,6 g de DHA; placebo), con ingesta idéntica de
a-tocoferol (0,3 mg), a los 30 y 180 dias de consumo. Asi, a los 30 dias se observd
una reduccion estadisticamente significativa de los niveles de MDA en membrana
eritrocitaria en los grupos de dosis media y superior (p<0,01); sin embargo, a los
180 dias se mostré un incremento significativo, dosis-dependiente, de MDA
(p<0,05). Respecto al contenido de o-tocoferol en membrana eritrocitaria, se
observo un incremento significativo (p<0,05) para dosis media y maxima a los 30
dias; segtin los autores esto pudo ser debido a un mecanismo de homeostasis para
mantener una concentracion adecuada de vitamina E con el objetivo de evitar el

incremento de la peroxidacion derivada de la elevacion del contenido de n-3 en la
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membrana. Por el contrario, a los 180 dias, se observd que los niveles
de a-tocoferol volvian a valores basales, lo que segiin los autores se pudo deber a

su consumo en la membrana derivado del incremento de estrés oxidativo?.

En mujeres normocolesterolémicas, el consumo de 2,4 g/d de EPA y DHA
(42,23 y 23,72%, respectivamente), y 4,8 mg de tocoferoles, durante 6 semanas
generd un incremento significativo de MDA en plasma (p<0,003) y de la actividad
SOD (p<0,014), una reduccién de la expresion de CAT (p<0,013), un incremento
de la expresién de SOD (p<0,033) y ausencia de modificacion de la capacidad
antioxidante total del plasma. Por el contrario, en mujeres dislipémicas tratadas
con estatinas, dicha cantidad de EPA y DHA supuso una reduccién no
significativa de MDA, y actividad SOD y CAT?. Asimismo, se ha evaluado el
efecto sobre los niveles de TBARS al introducir AGPI n-3 en matriz alimentaria. El
consumo de leche enriquecida con AGPI n-3 (500 mg de DHA y 150 mg de EPA
por dia) en mujeres embarazadas, suplementadas o no con 4cido folico, desde la
semana 22 de embarazo supuso un incremento significativo de los niveles
plasmaticos de TBARS en la semana 30 (p<0,042) y en el momento del parto
(p<0,030) en comparacion con sus respectivos grupos control. Ademas, se observo
que, al contrario que en los grupos suplementados con AGPI n-3, los niveles de
TBARS entre la semana 20 y 30 se reducian significativamente en los grupos sin

consumo de leche suplementada (p<0,001)3”.

Por ultimo, se ha informado de que en mujeres posmenopdusicas, la
suplementacion con 2,5 g/d de EPA y 1,8 g de DHA sin vitamina E durante 5
semanas genera un incremento significativo de TBARS en plasma (p<0,0001) pero
al introducir distintas cantidades de acetato de a-tocoferol (100, 200 y 400 mg) no
hubo modificaciones en dicho marcador al comparar grupos. Por el contrario, con
independencia de la presencia y la dosis de vitamina E no se produjo

modificacién de la concentraciéon de grupos carbonilos®®.

Sin embargo, muchos son los estudios que han observado ausencia de
modificacion de marcadores de estrés oxidativo. Un estudio a corto plazo
demostré que una comida rica en grasa y fructosa en individuos con sobrepeso u
obesidad (n=10) no supuso un incremento significativo de LOOH y LDL oxidada
en las 2, 4 y 6 h postingesta, y si un incremento significativo del status

antioxidante total en los momentos 2 y 4 h postingesta3®.
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En mujeres postmenopausicas veganas y lactoovovegetarianas (n=25) no se
observé que el consumo de 2,14 g/d de DHA, en forma de TAG (algas), durante 6
semanas conllevara diferencia significativa en los niveles urinarios de
isoprostanos F2?*!. Un estudio aleatorizado, controlado y doble ciego exhibid
ausencia de modificacion en la excrecion urinaria de MDA y 8-OHdG en mujeres
embarazadas (n=46) que consumieron leche en polvo enriquecida con AGPI n-3
(500 mg de DHA y 150 mg de EPA por dia) desde la semana 20 de embarazo

hasta el momento de dar a luz?3.

Asimismo, en un estudio desarrollado en 74 individuos sanos, sin grupo
control, se observo que el consumo de 2,3 g/d de DHA durante 6 semanas (n=25)
no modificoé los niveles de MDA pero si redujo los niveles de LOOH a nivel
eritrocitario. Sin embargo, aunque no se observo modificacion de la capacidad
antioxidante total del plasma ni de los niveles de acido trico, los niveles
plasmaticos de MDA se incrementaron de forma significativa (p<0,001) y se
produjo una reduccion significativa de vitamina C, reduccion que pudo ser

debida, segin los autores, a su consumo durante el proceso oxidativo?®.

En sujetos sanos (n=115) con niveles normales o ligeramente elevados de CT
sérico (<7,5 mmol/L) y de TAG (<4,0 mmol/L) también se ha observado que la
suplementacion con aceite de pescado (864 mg/d de EPA y DHA) o aceite de krill
(543 mg/d de EPA y DHA) durante 7 semanas no supuso una modificacién de los
niveles urinarios del marcador de peroxidacién lipidica 8-iso-prostaglandina F2
alfa (8-iso-PGF2a)**2. Otro estudio doble ciego y placebo controlado en pacientes
con fibrosis quistica (n=19) mostré que el consumo de DHA a dosis de 50 mg/kg
peso (1,0-4,2 g/d) en forma de TAG (algas) durante 6 meses no modifico la
concentracion plasmatica de varios antioxidantes liposolubles (luteina,
zeaxantina, criptoxantina, licopeno, o'y f-caroteno, retinol, retinil-palmitato, y a'y
y-tocoferol), lo que demuestra, segtin los autores, que los niveles incrementados
de DHA no causan estrés oxidativo al no incrementar la deplecién de

antioxidantes liposolubles?“.

En pacientes con sindrome metabdlico se evaluo la influencia del tipo y
cantidad de grasa dietética, y se observd que una dieta con bajo contenido en
hidratos de carbono suplementada con 1,24 g/d de DHA durante 12 semanas no

supuso modificacion en los niveles urinarios de la 8-iso-PGF2«a en comparacion
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con una dieta rica en grasas (38%) sin suplemento de AGPI n-3 o con dos dietas

ricas en hidratos de carbono y con un contenido en grasa dietética del 28%?3'.

Ademas, el consumo diario de 41,4 mg de EPA y 36,8 mg de DHA por kg de
peso durante 6 meses en pacientes pediatricos con cardiomiopatia dilatada (n=18)
no conllevd una reduccion significativa en la actividad SOD y CAT eritrocitaria,

modificacién de la capacidad antioxidante total del plasma ni incremento en
plasma de la 8-iso-PGF2a2%.

Por ultimo, diversos estudios han informado del efecto antioxidante del
DHA en diferentes situaciones. En sujetos sanos sometidos a restriccion caldrica
(30%) para la pérdida de peso corporal se ha estudiado la influencia de la
introduccidon de consumo de bacalao (227 + 29 mg/d de AGPI n-3), salmon (1418 +
34 mg/d de AGPI n-3) y aceite de pescado (3003 + 128 mg/d de AGPI n-3) en una
dieta idéntica en aporte de macronutrientes y fibra. Asi, se observd que la dieta
con bacalao fue la mas efectiva en el incremento de la capacidad antioxidante
total del plasma en comparaciéon con grupo control (p<0,005) y aceite de pescado
(p<0,034) pero sin diferenciacién estadistica al comparar con el grupo salmoén.
Ademas, los niveles de MDA solo se redujeron significativamente en el grupo con
consumo de bacalao (p<0,026) y sélo en este grupo se redujo el estrés oxidativo

expresado por el indice MDA/Capacidad antioxidante total del plasma®'.

En sujetos sanos de la tercera edad (n=12) se analiz6 la concentracion
urinaria de la 8-iso-PGF2« tras el consumo diario de DHA a dosis de 200, 400, 800
y 1600 mg durante 2 semanas; asi, se observd reduccion significativa con 200
mg/d (p<0,05), incremento significativo con 1600 mg/d (p<0,05) y ausencia de

modificacién con 400 y 800 mg/d en comparacion con el grupo control®'2.

En pacientes con deterioro cognitivo leve (n=25) también se ha observado
una reduccion significativa (p<0,05) de la concentracion de MDA en membrana
eritrocitaria, con incremento (p<0,05) del indice GSH/GSSG al consumir un
suplemento con AGPI n-3 (720 mg de DHA y 286 mg de EPA); sin embargo, este
resultado parece no ser causado exclusivamente por el contenido de AGPI n-3 ya

que la melatonina tiene efecto antioxidante e incrementa la actividad de la GR?”.

Asimismo, un estudio que evalud el efecto de la ingesta diaria de zumo de
tomate enriquecido con 250 mg de AGPI n-3/d (125 mg de EPA y 125 mg de

DHA), durante 2 semanas, mostrd un incremento significativo (p<0,05) de la
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capacidad antioxidante total del plasma en sujetos sanos (n=18), sin modificacion
significativa del nivel sérico de varios antioxidantes (albimina, bilirrubina, acido

urico, acido ascorbico y f-caroteno) y MDA,

En fumadores (n=7), el consumo diario de un suplemento que aportd 500
mg de vitamina C, 30 mg de vitamina E, 3 mg de fcaroteno, 5 mg de vitamina
B6, 10 mg de zinc, 100 pg de selenio, 1,0 g de EPA y 1,1 g de DHA durante 34 dias
conllevé un incremento significativo de actividad SOD plasmatica; sin embargo,
se observd una tendencia incremental no significativa de los niveles urinarios de
8-OHdG, aunque esta tendencia podria derivar del incremento significativo
(p<0,05) observado en la concentracion plasmatica de vitamina C3'3, sustancia que

segun la dosis de consumo puede tener un efecto prooxidante!®.

Ademads, se ha investigado la relacién entre los AGPI n-3 y los genes
relacionados con procesos oxidativos en sujetos sanos y dislipémicos. Asi, en
sujetos normolipémicos (n=9), el consumo de 6 capsulas/d de aceite de pescado
(1,56 g de EPA y 1,14 g de DHA) durante 12 semanas supuso un incremento
significativo de la expresiéon de CAT desde la semana 1 (p<0,002) y tras 12
semanas de consumo (p<0,05), y una reduccion significativa (p<0,01) de la GPx1.
En lo referente a los sujetos dislipémicos (n=7), tras 12 semanas de consumo, se
observo una reduccion significativa de la expresion plasmatica de GPx3 (p<0,05) y
de hemooxigenasa 1 (inducible) (p<0,05), una regulacion a la baja de las enzimas
citrocromo P450 (p<0,05), una regulacion al alza de la GR (p<0,01) y un
incremento significativo de la expresion de la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidasa 1 (p<0,05); tras 1 semana de consumo se observé una reduccion
significativa de la expresion de eNOS e iNOS (p<0,05). Por ultimo, ambos grupos
mostraron un incremento significativo de la expresion de hemooxigenasa 2
(forma no inducible) (p<0,05) y de la SOD3 (p<0,01)>.

También se ha constatado un efecto antioxidante en pacientes patoldgicos.
Por ejemplo, en pacientes con fallo renal crénico en hemodidlisis (n=75), el
consumo de 3 g de AGPI n-3 (cantidad de EPA y DHA no indicada) durante 2
meses derivo en un incremento significativo de los niveles de SOD (p<0,007), GPx
(p<0,003) y capacidad antioxidante total del plasma (p<0,02), y una reduccion
significativa de MDA (p<0,009)%¢. Otro estudio en pacientes de tercera edad con
fallo renal cronico y dislipemia mostré un efecto similar. Asi, en una muestra de
40 individuos, la suplementacion con 2,1 g/d de AGPI n-3 (33% de EPA y 12% de
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DHA) supuso una reduccion significativa de los niveles de TBARS a los 30
(p<0,05) y 90 dias de consumo (p<0,01) comparado con grupo control, y una
reduccion progresiva a los 30, 60 y 90 dias de consumo (p<0,01) en comparacion
con los niveles basales. Asimismo, en comparacién con valores basales de grupos
carbonilos, se observé una reduccién de los valores en los 3 tiempos (p<0,05,
p<0,05 y p<0,001, respectivamente); sin embargo, no hubo diferencias
significativas de los niveles de carbonilos en comparacion con el grupo control.
Ademas, se determin6 un incremento significativo de la actividad SOD y GPx en
los 3 tiempos de valoracion en comparacion con el grupo control, y de la
actividad CAT a los 60 y 90 dias con respecto al grupo control®¢. En sujetos
estériles con oligoastenoteratospermia idiopatica (n=211) se ha informado que el
consumo de 1,84 g/d de AGPI n-3 (1,12 g de EPA y 0,72 g de DHA) durante 32
semanas conlleva un incremento significativo de la concentracion plasmatica
seminal de las actividades SOD y CAT (p<0,001)3®. En este sentido, un estudio
descriptivo llevado a cabo en hombres fértiles y estériles (n=156) informé de que
los pacientes estériles presentaban concentraciones inferiores de AGPI n-3
estadisticamente significativas (p<0,05), un indice n-6/n-3 significativamente
superior (p<0,001) y valores significativamente inferiores en las actividades de
SOD y CAT (p<0,001)%¢. Otro estudio descriptivo llevado a cabo en mujeres
embarazadas normotensivas y con preeclampsia (n=115) constat6é que las mujeres
con preeclampsia presentaban en el perfil de AG plasmaticos menor contenido en
AGPI n-3 (p<0,01) y DHA (p<0,05), mayor indice n-6/n-3 (p<0,01) y un contenido
significativamente mayor de MDA en comparacién con mujeres embarazadas
normotensivas (p<0,01); en la membrana eritrocitaria también se observd un

contenido de AGPI n-3 significativamente menor (p<0,05)3"".

Asimismo, se ha informado de un efecto antioxidante de los AGPI n-3 en
diversas patologias al ser utilizados como tratamiento concomitante. Un estudio
en diabéticos tipo II con tratamiento para hipertension (n=51) mostrdé que el
consumo diario de 4 g de DHA durante 6 semanas redujo significativamente la
concentracion urinaria de isoprostanos F: (p<0,014) en comparacion con el
consumo diario de 4,0 g de aceite de oliva®®. Un estudio cruzado en pacientes con
colitis ulcerosa activa leve o moderada (n=9) informo de que el consumo de 4,5
g/d de AGPI n-3 (2,7 g de EPA y 1,8 g de DHA) junto a sulfasalazina,

antiinflamatorio a nivel intestinal, durante 2 meses conllevd un incremento
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significativo en la capacidad inhibitoria de peroxidacion lipidica microsomal
hepatica contra H2O2 al comparar con situacién basal (p<0,006) y con el grupo
control (p<0,002), ademds de una reduccion en la formacion plasmatica de RL
lipoperoxil, lo que segtin los autores se debe al efecto neutralizador de ER de los
AGPI n-3. Sin embargo, no se observo modificacion de la actividad SOD y CAT,
peroxidacion lipidica en membrana eritrocitaria y niveles plasmaticos de MDA3Y,
Por ultimo, la suplementacion con 4 g/d de aceite de pescado (0,8 gde EPAy 1,6 g
de DHA) durante 12 meses en pacientes con esclerosis multiple tratados con
interferén beta-1b, medicamente modulador del sistema inmune, no supuso una
modificacion de los niveles de MDA y 4-hidroxialcano, y redujo de forma
significativa los niveles séricos de NO y sus metabolitos (nitratos y nitritos) a los
3, 6, 9 y 12 meses de consumo al compararlos con el grupo control; segin los
autores, los resultados sobre NO y sus metabolitos parecen ser debidos a la
reduccién de los niveles séricos de las citokinas inflamatorias TNFe, IL-13 e IL-6,

lo que secundariamente reduce la actividad iNOS*%.

5.2.4 Estudios en deportistas

El efecto de la suplementacion con AGPI n-3 en el estrés oxidativo basal e

inducido por el ejercicio ha sido poco estudiado en individuos deportistas?#7-2%,

El presente estudio muestra que los niveles basales de 8-OHdG relativa al
peso en orina 24 h preprueba no se modificaron tras 4 semanas de consumo de
DHA (p=0,144) y tampoco se observaron diferencias significativas al comparar los
niveles basales entre los distintos grupos (p=0,319). Estos resultados coinciden con
los datos obtenidos anteriormente por nuestro grupo®°. Ademas, los resultados
del presente estudio son similares a los obtenidos en otras investigaciones. Un
estudio a corto plazo (7 dias) demostrd que el consumo diario de 540 mg de EPA
y 360 mg de DHA en deportistas jovenes no supuso un modificacién en los
niveles basales de MDA%!. Otros estudios con 6 semanas de consumo han
demostrado resultados similares a los nuestros. El consumo diario de 2224 mg de
EPA y 2208 mg de DHA (estudio cruzado) en hombres entrenados no generd
elevacién (p>0,05) de marcadores de estrés oxidativo (grupos carbonilos, MDA y
actividad de XO, H20:2 y NO*)?#. El consumo diario de 2,0 g de EPA y 0,4 g de

DHA en ciclistas no supuso modificacion de los niveles basales de isoprostanos
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F22%, En judocas entrenados no se observo incremento en los niveles basales de
MDA (p>0,05) tras el consumo diario de 0,6 g de EPA y 0,4 g de DHA durante 6
semanas®’. En futbolistas se ha observado que suplementar la dieta con 1,14 g/d
de DHA durante 8 semanas tampoco supone una modificaciéon de los niveles
basales de MDA y grupos carbonilo en células mononucleares de sangre
periférica?>?*® o un incremento en la produccion de H20: por parte de éstas al ser
tratadas ex vivo con sustancias generadoras de ERO?2. Por ultimo, solo un estudio
analiz¢ el dafo oxidativo al ADN en situacion basal, pero en neutroéfilos, y obtuvo
resultados similares a los nuestros. Asi, el consumo diario de 1,3 g de EPAy 0,3 g
de DHA durante 6 semanas en sujetos con actividad fisica recreacional, pero no
entrenados, no supuso modificacion del dafio oxidativo al ADN y de los niveles

de grupos carbonilos y TBARS?%.

En lo que respecta al dafio al ADN inducido por el ejercicio, nuestro grupo
de investigacion observé que el consumo diario de 2,1 g de DHA y 0,3 g de EPA
no supuso una modificacion de los niveles de MDA plasmatico tras 2 semanas de
consumo y conllevd una disminucion no significativa tras 3 meses de ingesta. Con
respecto a la concentracion de 8-OHdG en orina resultante de la prueba de
esfuerzo, en relacion al peso y a la excrecion de creatinina, se observd un
incremento no significativo tras 2 semanas y 3 meses de consumo. Ademas, los
niveles de 8-OHdG en la miccion posterior a las pruebas de esfuerzo fueron
estadisticamente inferiores (p<0,009) en ambos tiempos?*. Por ello, el presente
estudio se plante6 con el objetivo general de evaluar la capacidad antioxidante
del DHA consumido a distintas dosis durante 4 semanas en ciclistas no
profesionales. Los resultados del presente estudio en lo que respecta al dafio al
ADN inducido por el ejercicio mostraron un incremento significativo en el grupo
placebo (p<0,001) y en el grupo de sujetos que consumieron 350 mg/d de DHA
(p<0,003). Por el contrario, se observé un efecto protector del DHA frente al dafio
oxidativo al ADN inducido por la prueba de esfuerzo tras el consumo diario de
dosis iguales o superiores a 1050 mg. Asimismo, este efecto fue mayor a medida
que se incremento la dosis de DHA (efecto dosis-respuesta) y se determiné que el
consumo diario de 2450 mg neutralizd totalmente el dafio oxidativo al ADN

inducido por la prueba de esfuerzo.

Tras la revisién bibliografica desarrollada no se ha encontrado ninguna

publicacion que relacione dosis de DHA con dafio oxidativo al ADN inducido por
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el ejercicio. Sélo un estudio ha relacionado la ingesta de AGPI n-3 con el dafio
oxidativo al ADN pero, primero, el dafio analizado fue en ADN de linfocitos,
segundo, la dosis de EPA y DHA es distinta a la empleada en nuestro estudio y,
tercero, el estrés oxidativo se consigui6 mediante un protocolo de ejercicio
excéntrico. Sin embargo, este estudio demostréd un dafio al ADN de linfocitos,
estimulado ex vivo con H20, significativamente menor (p<0,05) inmediatamente
tras el ejercicio®. Asimismo, el consumo diario de 540 mg de EPA y 360 mg de
DHA durante 7 dias en deportistas jovenes sometidos a un ejercicio excéntrico
agudo de alta intensidad, aunque no supuso diferencias entre grupo experimental
y control con respecto a la concentracién de MDA postejercicio, si origind un
patréon de cambio significativamente superior en los niveles de MDA a las 24 h
del ejercicio en el grupo placebo (p=0,11)*'. En este sentido, en futbolistas
sometidos a un entrenamiento de 2 h, con intensidad del 70% del VO2zmax durante
mas de la mitad del entrenamiento, se ha observado que suplementar la dieta con
1,14 g/d de DHA durante 8 semanas supuso una menor produccion de H0:
estadisticamente significativa (p<0,05) en células mononucleares de sangre
periférica tras tratamiento con sustancias generadoras de ERO?%, lo que segun los
autores sugiere que el DHA podria reducir la produccion de ERO tras la
estimulacion inmune; sin embargo, en un estudio posterior la suplementacién con
1,14 g/d DHA durante 8 semanas no supuso una reduccion significativa de los
niveles de producciéon de ER por parte de los neutroéfilos, sino un incremento de
la velocidad de respuesta de los neutroéfilos al ser estimulados ex vivo®*. En la
misma poblacién de estudio también se ha observado que la suplementaciéon con
1,14 g/d DHA durante 8 semanas supuso un incremento de la PGEz lo que
demuestra un efecto antiinflamatorio del DHA postejercicio® que, de forma
secundaria, podria reducir la peroxidacion lipidica o el dafio oxidativo al ADN de
células sanguineas periféricas® como consecuencia de la infiltracion de los tejidos
afectados (por ejemplo, musculo) por parte de los neutréfilos y otras células
fagociticas®.

Por el contrario, los datos obtenidos en nuestro estudio difieren de los
resultados observados en otras investigaciones, lo que puede ser debido a las
diferencias en los protocolos de estudio, en la duracion de la suplementacién, en
el porcentajede AGPI n-3 del suplemento empleado, en los momentos de

valoracion, en los marcadores de estrés oxidativo empleados y en el nivel de
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estado de forma de los sujetos a estudio. El consumo diario de 2224 mg de EPA y
2208 mg de DHA (estudio cruzado) en hombres entrenados durante 6 semanas
supuso un incremento significativo (p<0,05) de marcadores de estrés oxidativo
(actividad de XO y niveles de H202) en respuesta a un ejercicio de carrera cuesta
arriba de 60 min?¥. En ciclistas sometidos a 3 h de entrenamiento, durante 3 dias
consecutivos, el consumo previo de 2,0 g de EPA y 0,4 g de DHA durante 6
semanas conllevo un 53% de incremento de los niveles basales de isoprostanos F»
(p<0,01)*8. De forma similar, en judocas sometidos a un entrenamiento de tipo
anaerobico (85-90% VO:zmax) de 2 h, el consumo diario de 0,6 g de EPA y 0,4 g de
DHA durante 6 semanas supuso un incremento de significativo (p<0,05) en la
produccion de NO¢, lo que justifica el incremento de los niveles de marcadores de
estrés oxidativo (MDA, dienos conjugados y LOOH); sin embargo, cuando se
anadido 30 mg de vitamina E, 60 mg de vitamina C y 6 mg de fcaroteno se
produjo una reduccion significativa de dienos conjugados (p<0,01) y LOOH

(p<0,05) en comparacion con grupo control?¥.

5.3 SEGURIDAD DEL PRODUCTO EXPERIMENTAL

En relacion con los cambios metabdlicos sistémicos evaluados no se
observaron alteraciones en la funcionalidad renal o hepatica, asi como tampoco se
observaron alteraciones en el perfil lipidico o en el componente celular sanguineo.
Estos datos estdn en consonancia con otros estudios que han mostrado un

correcto perfil de seguridad en la suplementacion con AGPI n-3284321,
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6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en la presente tesis, tras el consumo

diario de DHA a distintas dosis durante 4 semanas en ciclistas no profesionales,

se pueden formular las siguientes conclusiones:

1.

La ingesta de dosis iguales o superiores a 1050 mg disminuye el
dafio oxidativo al ADN generado durante un ejercicio de elevada

intensidad y larga duracion.

La disminucién de dafio oxidativo al ADN generado durante un
ejercicio de elevada intensidad y larga duracion es dosis-

dependiente para las ingestas comprendidas entre 350 y 2450 mg.

El consumo de una dosis de 2450 mg neutraliza totalmente el dafio
oxidativo al ADN generado durante un ejercicio de elevada

intensidad y larga duracion.

La ingesta de dosis comprendidas entre 350 y 2450 mg no

incrementa el dafo oxidativo al ADN en estado basal.

El consumo de dosis comprendidas entre 350 y 2450 mg incrementa,
de forma dosis-dependiente, los niveles de DHA en membrana

eritrocitaria.

La ingesta de una dosis comprendida entre 1750 y 2450 mg supone
un incremento dosis-dependiente de los niveles de EPA en
membrana eritrocitaria.

El consumo de dosis comprendidas entre 1050 y 2450 mg genera un

descenso de los niveles de ARA en membrana eritrocitaria.

La ingesta de dosis comprendidas entre 350 y 2450 mg no genera
alteraciones en la funcionalidad renal y hepatica, perfil lipidico y

componente celular sanguineo.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado para la realizacion de prueba de

esfuerzo.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA UNA PRUEBA DE ESFUERZO

El propésito de esta informacion es llevar a su conocimiento la actuacién médica a la que va ha ser sometido/a, para que
pueda tomar la decision libre y voluntaria de autorizar o rechazar dicha actuacién médica. Sepa usted que es de
obligado cumplimiento, para el/la médico que le atiende, informarle y solicitar su autorizacion.

En cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, le
comunicamos que la informacién que ha facilitado y la obtenida como consecuencia de las exploraciones
complementarias a las que se va a someter pasara a formar parte de un fichero automatizado, cuyo titular es la
FUNDACION UNIVERSITARIA SAN ANTONIO, con la finalidad de estudios e investigacion cientifica. Tiene
derecho a acceder a esta informacién y cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los
Jerénimos de Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcién de las medidas oportunas para asegurar
el tratamiento confidencial de dichos datos.

¢Qué le vamos a hacer? La prueba de esfuerzo nos permite estudiar el comportamiento de su corazén y sistema
respiratorio durante el ejercicio fisico. Se realiza corriendo sobre un tapiz rodante o pedaleando en una bicicleta estatica.
Durante la prueba controlaremos su tension arterial y su electrocardiograma a través de un monitor y unos electrodos,
que conectados por cables, van pegados a su piel. Ademas, llevara una mascarilla que nos permitira, analizar los gases
respirados. En algunas ocasiones y siempre que la situacion lo requiera, le tomaremos una micromuestra del I6bulo de
la oreja o pulpejo del dedo para analisis de sangre. La forma adecuada de colaborar en este tipo de prueba es realizar el
mayor esfuerzo posible, y comunicar al médico cualquier evento que pueda suceder durante la misma.

¢ QU riesgos tiene? Debe saber que esta prueba no esté exenta de riesgos, pero éstos son muy poco frecuentes (entre 1
y 4 por cada 10.000 pruebas realizadas plantean una actuacion médica de urgencia). Por este motivo, esta prueba serd
supervisada de forma cuidadosa por un médico especialista, debidamente entrenado, que la interrumpira si observa
alguna anomalia.

HABIENDO LEIDO ESTA INFORMACION:

D./Dfa. en mi nombre, 0 como representante legal de D./Dfia.
, menor de edad, que va a ser sometido a la prueba, AUTORIZO
al Centro de Investigacion de Medicina Deportiva de la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia a realizar el
procedimiento PRUEBA DE ESFUERZO, habiendo sido informado verbalmente y por escrito de su naturaleza y

riesgos.
Murcia, a de de200__ .
D./Dffa. D./Dfia.
El/la interesado/a El representante legal del menor
D.N.I. D.N.I.
Firma Firma

En cumplimiento de la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Carécter Personal, le
comunicamos que la informacién que ha facilitado y la obtenida como consecuencia de las exploraciones de las
exploraciones complementarias a las que se va a someter pasara a formar parte de un fichero automatizado, cuyo titular
es la FUNDACION UNIVERSITARIA SAN ANTONIO, con la finalidad de estudios e investigacion cientifica. Tiene
derecho a acceder a esta informacion y cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los
Jerénimos de Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcién de las medidas oportunas para asegurar
el tratamiento confidencial de dichos datos.
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Anexo 2. Consentimiento informado para la realizacion de extracciones

sanguineas.

EXTRACCION DE SANGRE VENOSA PARA ANALISIS CLINICO

Procedimiento

Para realizar la toma se precisa localizar una vena apropiada y en general se utilizan las
venas situadas en la flexura del codo. La persona encargada de tomar la muestra utilizard guantes
sanitarios y una aguja (con una jeringa o tubo de extraccion) .

Le pondra un tortor (cinta de goma-latex) en el brazo para que las venas retengan mas
sangre y aparezcan mas visibles y accesibles.

Limpiara la zona del pinchazo con un antiséptico y mediante una palpacién localizara la
vena apropiada y accedera a ella con la aguja. Le soltaran el tortor.

Cuando la sangre fluya por la aguja el sanitario realizara una aspiracion (mediante la jeringa
o mediante la aplicacién de un tubo con vacio).

Al terminar la toma, se extrae la aguja y se presiona la zona con una torunda de algodén o
similar para favorecer la coagulacién y se le indicara que flexione el brazo y mantenga la zona
presionada con un esparadrapo durante unas horas.

La sangre extraida se traslada al laboratorio en tubos especiales. En general no suelen ser

necesarios mas de 15 mililitros de sangre para una bateria estdndar de parametros bioquimicos.

Problemas y posibles riesgos

La obtencién mediante un pinchazo de la vena puede producir cierto dolor.

La posible dificultad en encontrar la vena apropiada puede dar lugar a varios pinchazos.

Aparicién de un hematoma (“moratén o cardenal”) en la zona de extraccion. Suele deberse a
que la vena no se ha cerrado bien tras la presion posterior y ha seguido saliendo sangre
produciendo este problema.

Inflamacién de la vena (flebitis). A veces la vena se ve alterada, bien sea por una causa

meramente fisica o porque se ha infectado.
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Anexo 3. Consentimiento informado para la participacion en el proyecto de

investigacion.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

D./Dia. , mayor de edad, consiente
voluntariamente en participar en el Proyecto de Investigacion: Modificacién del daiio oxidativo en
un grupo de ciclistas tras consumir dcido docosahexaenoico a distintas dosis y someterse a la
recogida de datos y analiticas necesarias para la realizacién de dicho proyecto.

Reconoce haber sido informado, de forma oral y escrita (informe adjunto) por el personal
médico de este centro respecto al tipo de pruebas a las que se va a someter y es plenamente
consciente, de que este estudio no es un reconocimiento médico orientado a la detecciéon de
patologia lesional o enfermedades o padecimientos que no estén directamente implicados con la
capacidad para realizar el esfuerzo fisico requerido.

El deportista autoriza a la Catedra de Fisiologia del Ejercicio para ser fotografiado o filmado
en video durante la realizacién de las distintas pruebas a las que sera sometido. Dicha Catedra se
compromete a que el material obtenido sea empleado para uso exclusivamente docente y de
publicaciones cientificas.

En cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal, le comunicamos que la informacién que ha facilitado y la obtenida como
consecuencia de las exploraciones complementarias a las que se va a someter pasard a formar parte
de un fichero automatizado, cuyo titular es la FUNDACION UNIVERSITARIA SAN ANTONIO,
con la finalidad de estudios e investigacion cientifica. Tiene derecho a acceder a esta informacién y
cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los Jerénimos de
Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcion de las medidas oportunas para
asegurar el tratamiento confidencial de dichos datos.

Revocacién de la autorizacion:
D./Dna.

, revoca el consentimiento de
utilizacién de su imagen con fines docentes o de publicacion
cientifica.

Firma y fecha

Firma y fecha
D.N.L
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Anexo 4: Contraindicaciones para la realizacion de wuna prueba

ergométrica?”.

Contraindicaciones absolutas

Cambios significativos recientes en el ECG de reposo sugestivos de infarto u otro
episodio de enfermedad cardiaca aguda.

Infarto de miocardio reciente complicado (a menos que el paciente esté estable y sin
dolor).

Angina inestable.

Arritmia ventricular no controlada.

Arritmia auricular con compromiso de la funcién cardiaca.

Bloqueo AV de tercer grado sin marcapasos.

Insuficiencia cardiaca congestiva aguda.

Estenosis adrtica severa.

Sospecha o diagndstico de aneurisma disecante.

Sospecha o diagndstico de miocarditis o pericarditis.

Tromboflebitis o trombosis intracardiaca.

Embolismo sistémico o pulmonar reciente.

Infecciones agudas.

Trastorno psicolégico significativo (psicosis).

Contraindicaciones relativas

Tensioén arterial diastolica TAD > 115 mm Hg o tension arterial sistolica TAS > 200 mm
Hg en reposo.

Enfermedad cardiaca valvular moderada.

Trastornos electroliticos conocidos (hipocalemia, hipomagnesemia).

Marcapasos de ritmo fijo (de uso poco frecuente).

Ectopia ventricular frecuente o compleja.

Aneurisma ventricular.

Enfermedad metabdlica no controlada (diabetes, tirotoxicosis o mixedema).
Enfermedad infecciosa crénica (mononucleosis, hepatitis, SIDA).

Enfermedades neuromusculares, musculoesqueléticas o reumaticas que puedan
exacerbarse con el ejercicio.

Embarazo avanzado o complicado.
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Anexo 5. Encuesta Nutricional “Recuento de 24 horas” para 2 dias
laborables y 1 dia festivo.

FESTIVL)

ENCUESTA NUTRICIONAL
LABORABLE 2

LABORABLE]

DESAYLIMNG
ALMUERFD
COMIDA
MERIENDA
EN
OTROS
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Anexo 6. Referencias de pesos y medidas basicas para una correcta

........... srseries el el WHOOWEA 0LV
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cumplimentacion de encuesta nutricional.
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MEDIDAS DE USO DOMESTICO

CUCHARA: de café 3g
de posire 59
sopera 10-15¢g
VASO: de vino S0 cc
copa 100 cc
de agua 200 cc
jarra 300 cc
TALA: de café 50 cc
de leche 150 - 250 cc
tazon 250 - 300 cc
PLATO: de postre 75-100¢g
llano 150-250 g
hondo 200-300¢g

PUNTA DE CUCHILLO: de mantequilla .... 5 g




