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EFECTO DE LA Spirulina maxima EN LOS INDICADORES DEL ESTADO
ANTIOXIDANTE EN UN MODELO DE ESTRES AGUDO

El objetivo de este estudio fue conocer si la Spirulina maxima ayuda a
disminuir las respuestas fisiologicas negativas (indicadores de estrés
oxidativo y del metabolismo de lipidos), al aumentar las defensas
antioxidantes ante un estrés agudo, en ratas, inducido por la Restriccion de
Movimiento (RM) durante 2h, mismas que se evaluaron en plasma e higado.
El estudio se llevé a cabo en 48 ratas macho de la cepa Wistar, de
aproximadamente dos meses de edad (al inicio del estudio), que fueron
asignadas a cuatro grupos: el primero no estuvo expuesto a tratamientos, el
segundo Unicamente se sometié a la dieta de Spirulina maxima al 5%, el
tercero so6lo se sometié a la RM y el cuarto grupo se aliment6é con Spirulina
maxima al 5% y se sometio a la RM. Los grupos tercero y cuarto se dividieron
en dos subgrupos, el primero se sacrificé inmediatamente y el segundo a las
24h post-RM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante el
programa GraphPad Prism, v. 4, se utilizé el andlisis de varianza de una via
(ANOVA) y la prueba post-hoc Bonferroni, considerando significativop<0.05.
Se encontré que la Spirulina maxima atenta los cambios inducidos por la RM
en los indicadores de estrés oxidativo y en el metabolismo de lipidos,
particularmente en la CAT y SOD hepética y en la concentracion de CT
hepético. Considerando el andlisis de los indicadores de estrés oxidativo, en
conjunto, se demuestra que la Spirulina maxima aumenta las defensas
antioxidantes. Al mostrar una atenuacién en los cambios fisiolégicos
inducidos por el estrés, la Spirulina maxima podria ser atil en algunos

padecimientos asociados a situaciones estresantes.

Palabras clave: SOD, CAT, GSH, TBARS, TAG, Colesterol Total, Acidos Grasos Libres,

Glucosa, plasma e higado.
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EFFECTS OF Spirulina maxima ON THE ANTIOXIDANT - STATE INDICATORS IN
AN ACUTE STRESS MODEL

The aim of the present study was to evaluate if the Spirulina maxima helps
diminish the negative physiological responses (indicators of oxidative stress
and lipid metabolism), by increasing the antioxidant defenses, due to an acute
stress induced by Movement Restriction (MR), for 2h, in rats, which were
evaluated in plasma and liver. Male Wistar rats of approximately two months
of age (at the beginning of the study), were assigned to four groups (12
rats/group): the first group was not exposed to treatments; the second group
was under the diet of Spirulina maxima 5%; the third group was only under the
MR; finally, the fourth group was fed with Spirulina maxima 5% and was under
the MR. Afterward, the groups three and four were divided in two sub-groups:
the first one, was sacrificed immediately post-MR and the second one, 24h
post-MR. The GraphPad Prism, v. 4 package was used in order to analyze the
differences among experimental groups using the one-way ANOVA test
followed by Bonferroni’s post-hoc test; values lower than p< 0.05 were
considered statistically significant. The Spirulina maxima attenuates the
changes induced by the MR on the oxidative stress indicators and on the lipid
metabolism, particularly in liver CAT and liver SOD, as well on the liver
Cholesterol. Taking into account all the oxidative stress indicators, altogether,
the Spirulina maxima increase the antioxidant defenses. Since the Spirulina
maxima induced a decrease in the physiological responses due to an acute

stress, it could be useful in some diseases associated to stressing situations.

Key words: SOD, CAT, GSH, TBARS, TAG, Cholesterol, Free Fatty Acids, Glucose,

blood plasma and liver.
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INTRODUCCION

Para la OMS (2007), la salud mental se define como un estado de bienestar en el cual el
individuo es consciente de sus propias capacidades, puede afrontar las tensiones
normales de la vida, puede trabajar de forma productiva y fructifera y es capaz de hacer

una contribucién a su comunidad.

En el @mbito de la psicologia ha habido autores que han considerado al estrés como un
estimulo, otros lo han considerado como respuesta e incluso otros como interaccion
entre el sujeto y el medio. Actualmente todos coinciden en que es un proceso amplio,
complejo y dinamico y atribuyen al estrés los llamados trastornos psicofisiolégicos o

tradicionalmente llamados trastornos psicosomaticos.

El estrés puede inducir directamente efectos psicoldgicos y fisioldgicos que alteran la
salud. También puede influir sobre la salud de una forma mas indirecta a través de
“conductas no saludables" (estrategias de afrontamiento nocivas como fumar, beber
alcohol, conductas de riesgo) o bien inhibir conductas relacionadas con la salud, como el

ejercicio fisico.

Lépez-lbor & Valdés (2002) sostienen que existen factores psicolégicos que afectan al
estado fisico. Algunas de las formas en que pueden afectar negativamente al estado
fisico son: sobre el curso de una enfermedad médica o en su tratamiento, precipitan o
aumentan los sintomas de la enfermedad al provocar respuestas fisiologicas
relacionadas con el estrés. De igual forma, consideran que existe evidencia razonable
para sugerir una asociacion entre los factores psicologicos y el estado fisico. Las
factores psicologicos y de comportamiento pueden afectar el curso de casi todas las
categorias mayores de enfermedad, incluyendo a las enfermedades cardiovasculares,
dermatolégicas, endocrinolégicas, gastrointestinales, neoplasicas, neuroldgicas,

pulmonares, renales y reumaticas.

Juérez Aguilar Maria Teresa 8
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La respuesta al estrés es una accién inmediata e intensa, la cual implica la movilizacion
de los recursos del organismo, la cual se produce ante situaciones que suponen
importantes demandas para el individuo (Moreno, 2007). Esta reaccion incluye
respuestas fisiologicas (taquicardia, hiperventilacion, etc.), cognitivas (aumento de la

atencion, etc.) y motoras (conductas de lucha o huida).

El estrés es una reaccion fisioloégica del organismo en el que entran en juego diversos
mecanismos de defensa para afrontar una situacion que se percibe como amenazante o
de demanda incrementada. Algunos sintomas son: vasoconstriccion periférica, midriasis,
taquicardia, ralentizacion de la motilidad intestinal, liberacibn de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina), cortisol y encefalina, aumento en sangre de la cantidad
circulante de glucosa, factores de coagulacién, aminoacidos libres y factores
inmunologicos. Este estado de alerta sostenido, desgasta las reservas del organismo y
puede producir diversas patologias como: trombosis, ansiedad, depresion,

inmunodeficiencia, dolores musculares, insomnio, trastornos de atencion, diabetes, etc.

Aunque este tipo de respuestas son una ventaja adaptativa que nos permite afrontar
alguna amenaza o reto que encuentre en nuestro entorno, estas pueden volverse
perjudiciales para el organismo (ya que pueden desencadenar enfermedades), sobre

todo cuando estan presentes de forma constante e intensas en nuestra vida cotidiana.

En la actualidad, se estda comprendiendo mejor el efecto que tiene sobre el cuerpo la
exposicion persistente a situaciones estresantes y se han atribuido gran cantidad de

enfermedades fisicas a la exposicion prolongada al estrés (Williams & Cooper, 2004).

En el transcurso de la vida cotidiana se esta sometido al estrés, ya sea en la escuela, el
trabajo, etc. El estrés generalmente es el causante de varias enfermedades como la
depresion, ya que no se estd acostumbrado o no se sabe manejar. El estrés puede
afectar a los individuos de todas las profesiones y edades, sin importar nacionalidad,

antecedentes educativos o rol.

En México, mas del 20% de la poblacion econdmicamente activa padece estrés,

afectando principalmente a personas con sobrepeso, obesidad y diabetes, por lo que

Juérez Aguilar Maria Teresa 9
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esta considerado como un mal moderno por su elevada prevalencia en los centros de
trabajo (Negrete, 2008).

Se considera que la falta de indicaciones y de estabilidad, los recortes de personal, las
presiones financieras o laborales pueden ser factores de estrés en los trabajadores, lo
gue provoca efectos negativos en su salud. En cualquier ambiente de trabajo al menos
30% de los empleados presentan estrés laboral, y de éstos, los mas proclives son los

hombres y la poblacion joven (La Jornada, 2009).

La combinacion de altas demandas laborales y una escasa autonomia o control sobre el
mismo, produce una tension laboral o estrés cronico residual que se refleja en multiples
indicadores de salud, entre ellos, las enfermedades cardiovasculares. Dicha
combinacion de estresores o factores psicosociales se ha conocido bajo el nombre de

“Modelo de Tension Laboral” o “Modelo Demanda/Control” de Karasek (1998).

Actualmente, se le da mucha importancia a los medicamentos y se esta acostumbrado a
tomar farmacos por cualquier motivo, lo que ha generado cambios en el organismo y en
su tolerancia a éstos. Por lo tanto, es interesante conocer si la Spirulina maxima
disminuye los cambios fisioldgicos al estar sometidos al estrés, especificamente al estrés
agudo; ya que podria ser una opcion para su tratamiento, siendo natural y no adictiva.
Esta cianobacteria era conocida y usada por nuestros antepasados, quienes la obtenian
del lago de Texcoco, donde crecia de forma natural.

En este estudio, se sometid a un grupo de ratas al estrés agudo provocado por la
Restriccion de Movimiento, con el fin conocer si la Spirulina maxima influye en el manejo
de respuestas fisiologicas ante una situacion estresante, y qué cambios fisiologicos

resultan al aplicar el estrés agudo.

Juérez Aguilar Maria Teresa 10
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Capitulo 1

Estrés

El estrés es la respuesta automatica y natural de nuestro cuerpo ante las situaciones
gue nos resultan amenazadoras o desafiantes. Nuestra vida y nuestro entorno, en
constante cambio, nos exigen continuas adaptaciones; por lo cual, cierta cantidad de
estrés es necesaria. En general tendemos a creer que el estrés es consecuencia de
circunstancias externas a nosotros, cuando en realidad entendemos que es un proceso
de interaccién entre los eventos del entorno y nuestras respuestas cognitivas,
emocionales y fisicas. Cuando la respuesta de estrés se prolonga o intensifica en el
tiempo, nuestra salud, nuestro desempefio académico o profesional, e incluso nuestras
relaciones personales o de pareja se pueden ver afectadas. La mejor manera de
prevenir y hacer frente al estrés es reconocer en qué momentos aumentan nuestros

niveles de tension y ante qué estimulos o situaciones.

1.1 Definiciones
Algunas definiciones de estrés son:

Fontana (1992) piensa que es una exigencia a las capacidades de adaptacién de la
mente y el cuerpo, y que cuando estamos sometidos a éste suceden gran cantidad de
reacciones fisiologicas, mismas que pueden dafar al organismo si se les permite

continuar durante mucho tiempo.

Williams & Cooper (2004), creen que es una respuesta personal y es el resultado
negativo de un desequilibrio entre la presion y la capacidad de la persona para
afrontarla. De igual forma, opinan que el estrés es un efecto negativo que ocurre cuando

la presion percibida en un individuo supera su capacidad percibida de afrontamiento.

El estrés es considerado como un estimulo, interno o externo, amenazante para la

supervivencia del individuo y que provoca cambios fisioloégicos, endocrinos vy

Juérez Aguilar Maria Teresa 11
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conductuales. Los principales elementos del sistema nervioso central (SNC) que median
la respuesta al estrés son: el sistema nervioso autbnomo (SNA), el eje hipotdlamo-
hipofisis adrenal (HHA) y el sistema limbico (Ramos & Mormede, 1998).

Lépez (2005) lo define como la situacion en la cual las demandas externas e internas
superan la capacidad de respuesta. Provocando asi la alarma orgénica, la cual
desencadena la activacion desproporcionada de todos los d6rganos y sistemas
involucrados en el estrés, especialmente sobre los sistemas nervioso, cardiovascular,

endocrino e inmunoldgico, produciendo un desequilibrio psicofisico y la enfermedad.

Ya que existen numerosas definiciones para describir al estrés, las cuales abarcan
diferentes puntos de vista, se considera que la definicion de Lépez (2005) es la mas
adecuada para los propdsitos del presente trabajo, ya que considera los aspectos
fisiologicos inmediatos y tardios de la respuesta a una situacion estresante.

1.2 Modelos

Diferentes modelos han tratado de explicar la relacibn que existe entre estrés y
enfermedad. En este trabajo se trataran 3 modelos: el primero se basa en la respuesta,

el segundo en el estimulo y finalmente el tercero en los modelos procesuales.

1.2.1 Modelo Basado en la Respuesta

A raiz de sus experimentos sobre la comunicacion hormonal y el cuerpo humano, Selye
comenzO a destacar la posible relacion de las respuestas fisiologicas de estrés y las

enfermedades.

Para él, estrés era una respuesta no especifica del organismo que puede ser provocada
por cualquier estresor medioambiental que atente contra la homeostasis o equilibrio del

organismo (Moreno, 2007).

Juérez Aguilar Maria Teresa 12
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Para explicar nuestra reaccion ante los estresores, las reacciones se dividen en tres
fases: reaccion de alarma (A), fase de resistencia (B) y fase de agotamiento (C) y las
llamé Sindrome de Adaptacion General (GAS) (Selye, 1973).

La reaccion de alarma provoca movilizacion de las defensas del organismo para
combatir al estresor mediante la accion del sistema nervioso simpatico. La fase de
resistencia es aquella en la que el organismo se adapta al estresor, esta es diferente en
cada organismo. En la fase de agotamiento la capacidad de resistencia del organismo se

agota por lo cual se produce un derrumbamiento fisico que puede llegar a la muerte.

Durante la fase de resistencia el aspecto externo de la persona es normal, pero
fisiol6gicamente el funcionamiento del cuerpo no lo es. Si el estrés se presenta de forma
continua se producen cambios fisiolégicos y hormonales (Moreno, 2007). Selye (1973)
consideraba que la fase de resistencia estaba relacionada con las “enfermedades de
adaptaciéon” (ulceras pépticas, colitis, hipertension, asma, cambios en el sistema

inmunoldgico, etc.), las cuales se relacionan con un estrés continuo y persistente.

Fontana (1992), cree que debido a los estrechos vinculos entre la fisiologia y la
psicologia, las fases fisioldgicas A, B, C (planteadas por Selye) pueden corresponder
casi exactamente con las fases psicologicas: pausa al enfrentar un estresor, para
elaborar valoraciones cognoscitivas (A), resistencia al estresor (B), colapso psicolégico
(C). Entre mas agotamiento fisico sintamos por el estrés, mas agotamiento psicolégico, y

viceversa (ver Tabla 1).

Juérez Aguilar Maria Teresa 13
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Tabla 1. Relacién de las Fases Psicologicay Fisioldgica. (tomado de Fontana, 1992)

Fases Psicoldgica Fisioldgica Cambios Fisiologicos

e Taquicardia.

e Pérdida de tono muscular.

e Disminucion de la temp. y
presidén sanguinea.

eComienza la segregacion

Valoraciones Etapa de Alarma: de adrenalina y corticoides.

cognoscitivas Alerta e Agrandamiento de la
corteza suprarrenal

e Hipertension.

e Hiperglucemia.

eDiuresis.

e Hipertermia

_ _ La mayoria de los cambios
Etapa de Resistencia: | pioquimicos  durante  la
B Resistencia se desencadena la | reaccion de alarma

actividad autonoma | desaparecen y en algunos
casos se invierten.

Si  continua expuesto, el
_ organismo pierde la
Etapa de Agotamiento: | adaptacion  adquirida.  El

c Colapso . . I , I
pSiCOlégiCO se produce dafo y agotam|ent0 ega SI e
ocurre el Co|apso estresor es severo Yy
prolongado y puede significar
la muerte.

1.2.2 Modelo Basado en el Estimulo

En este modelo el estrés se identifica con aquellos estimulos ambientales que pueden
llegar a perturbar el funcionamiento del organismo y establece una relacion directa entre

el estresor y la enfermedad.

Holmes es el principal responsable, desarrollo el Enfoque de los Sucesos Vitales, creo el
primer método escalado para cuantificar el estrés social con el Inventario de
Experiencias Recientes (SRE) y elabor6 la escala de Estimacion de Reajuste Social

(SRRS).
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Se entiende por suceso vital a los hechos o sucesos que son relevantes en la vida de las
personas y que éstas reconocen como importantes para su cambio evolutivo. A lo largo
de la vida los seres humanos atraviesan por distintas épocas (nifiez, adolescencia,

juventud, etc.) en las que les ocurren acontecimientos que recuerdan como decisivos.

Holmes & Rahe (1967) crearon el instrumento: Estimacion de Reajuste Social, apoyado
en datos empiricos, que intentaba medir los eventos negativos de los acontecimientos
estresantes. Por medio de encuestas intentaron averiguar el valor estresante que una
amplia poblacion de sujetos atribuia a una serie de acontecimientos generalmente
aceptados como agentes de cambio biografico. La escala de reajuste social estaba
compuesta por 43 acontecimientos que los sujetos tenian que puntuar tomando como

referencia el suceso matrimonio, que recibia el valor inicial de 50.

A partir de la Estimacion de Reajuste Social se cre6 el Inventario de Experiencias
Recientes, el cual consta de un listado de 43 sucesos vitales, ordenados segun el grado
de reajuste requerido por el organismo para recuperar su homeostasis tras la aparicion
del suceso estresante. Los agentes estresantes no provocan la enfermedad de manera
inevitable, sino aumentan el riesgo de contraer enfermedades o de que las defensas

inmunoldgicas se vean superadas por ellas (Moreno, 2007).

1.2.3 Modelo Procesual

Este modelo explica el origen del estrés a través de las relaciones establecidas en la
interaccion de la persona con su entorno. Los mayores exponentes de este modelo son
Lazarus y Folkman con su Teoria Transaccional, esta teoria sugiere que la interpretacion
gue el sujeto hace de los acontecimientos es la verdadera fuente del estés sufrido y no

el acontecimiento en si mismo.

Para Lazarus & Folkman (1986), el proceso que media entre el acontecimiento y la
reaccion estresante no es la valoracion cognitiva que el sujeto hace de la situacion, la

cual tiene 3 formas basicas (evaluacion primaria, secundaria y reevaluacion). La
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evaluacion primaria determina el significado del acontecimiento para el sujeto y existen
cuatro tipos: amenaza (anticipacion de dafo), dafio o pérdida (dafio psicolédgico), desafio
(amenaza que conlleva ganancia) y bienestar (no induce estrés). En la evaluacion
secundaria el sujeto valora sus propios recursos para enfrentar la situacion. La
Reevaluacién involucra un proceso de retroalimentacion mientras el sujeto se enfrenta a
la situacion. La respuesta de estrés solo aparece si el sujeto valora la situacion como

potencialmente negativa y se siente incapaz de hacerle frente con sus recursos.

Este trabajo toma como marco de referencia al Modelo basado en la respuesta, ya que
se valoraron los cambios en las respuestas fisiologicas (sistemas antioxidantes y

metabolismo de lipidos) al estar sometidos al estrés agudo.

1.3 Fisiologia

Si no se logra equilibrar lo racional y lo emocional se desencadena un proceso en
cascada a través del hipotdlamo, el cual actia sobre todos los érganos y sistemas del
cuerpo produciendo los efectos del estrés. El proceso de cascada comienza cuando se
percibe una amenaza y avanza sin parar a través de todos los pasos que mencionan

mas adelante.

Segun Armario (2003), para que exista una reaccion al estrés psicolégico es necesario
que el estimulo sea percibido, interpretado y que haya generado una respuesta por el
SNC. Existen cuatro sistemas fisiologicos que han sido relacionados con el estrés
psicoldgico; éstos son: SNA, el eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal (HHS), el sistema

nervioso periférico y el sistema de endorfinas.

El hipotalamo es un 6rgano que comunica y dirige varias funciones de nuestro cuerpo.
Recibe instrucciones del sistema limbico (vinculado con los sentimientos, emociones, el
control de la alimentacion y las conductas reproductivas) y de la corteza cerebral (es
donde se toman la decisiones y se realizan los razonamientos técnicos y analiticos) y las

ejecuta a traves de dos vias, la nerviosa y la hormonal.
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La via nerviosa también se conoce como sistema neurovegetativo o sistema nervioso
autonomo, se divide en el sistema simpatico y el parasimpatico. El sistema simpético, se
activa ante el estrés (produce un estimulo sobre todos los 6rganos y sus funciones a
través de nervios al ser activado), permite la liberacién de energia y nos prepara para la
lucha o huida. El sistema parasimpatico inhibe y ahorra energia. En una situacion de

tranquilidad, los sistemas simpatico y parasimpatico se encuentran en equilibrio.

Las reacciones de los 6rganos, al ser estimulados por el sistema simpatico son: aumenta
la frecuencia cardiaca del corazon (taquicardia); por lo cual se expulsa mas sangre y
oxigeno a los 6rganos que lo requieran y se eleva la tension arterial. De esta forma, los
musculos reciben mas sangre (la cual es necesaria ante la situacion de lucha o huida) y
se tensionan para contraerse con mayor fuerza y aumentar la resistencia del cuerpo ante
los traumatismos. Los bronquios se dilatan para que mas oxigeno entre a los pulmones y
a su vez mas oxigeno entre a la sangre. El higado produce y libera glucosa en la sangre
(la cual es necesaria para la contraccion muscular). Aumenta la actividad cerebral, la
dilatacion de las pupilas y la transpiracion de la piel. Disminuye la circulacién sanguinea
en la piel para que aumente en los 6rganos que la necesitan mas (musculo, corazén y
cerebro). La glandula suprarrenal libera adrenalina, la cual refuerza el efecto de la

estimulacion del sistema simpético sobre los demas 6rganos.

La via hormonal es responsable de los efectos tardios del estrés. El hipotalamo estimula
a la glandula hipdfisis, la cual libera hormonas hacia la sangre y de ahi se distribuyen por
todo el cuerpo. Se libera la hormona adrenocorticotrofina (ACTH), la cual estimula a la
corteza suprarrenal para liberar corticoides y estos a su vez estimulan al higado para
liberar glucosa, elevan la tension arterial, disminuyen los procesos inflamatorios y los
linfocitos sanguineos (células que se especializan en la defensa del cuerpo ante las
infecciones); por lo cual, al estar sometido a un estrés prolongado aumentan las
posibilidades de una infeccién. También se libera la hormona tirotrofina (TSH), la cual
actia sobre la glandula tiroides para aumentar la movilizacion de energia. Otras
hormonas liberadas por la hipdfisis son: la hormona luteinizante (LH) y la hormona

foliculo-estimulante (FSH), las cuales trabajan sobre las glandulas sexuales (testiculos y
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ovarios); por lo cual, el estrés puede alterar el ciclo sexual femenino y disminuir la

cantidad de espermatozoides, comprometiendo asi la fertilidad.

Se conoce que los radicales libres estan involucrados en la respuesta al estrés y que
alteran las actividades de las enzimas antioxidantes. Se han utilizado varios modelos
experimentales para inducir estrés y evaluar los cambios en los sistemas antioxidantes.
Se ha reportado que la Restriccion de Movimiento es una forma facil para inducir tanto

estrés fisico (estrés oxidativo) como estrés psicolégico (Martinez-Samano y cols., 2010).

Los cambios bioquimicos que se detonan como mecanismo de supervivencia a corto
plazo, al estar sometido al estrés, tienen el efecto contrario cuando su presencia se
prolonga. Por lo tanto, algunos efectos a largo plazo son un estado de salud deficiente,

infecciones frecuentes y debilidad en general (Williams & Cooper, 2004).

1.4 Clasificaciones

Miller (2010), considera que existen diferentes tipos de estrés: estrés agudo, estrés
agudo episodico y estrés cronico. Cada uno cuenta con sus propias caracteristicas,

sintomas, duracién y se describirdn a continuacion.

El estrés agudo es la forma de estrés mas comudn. Surge de las exigencias y presiones
del pasado reciente y las exigencias y presiones anticipadas del futuro cercano.
Exagerar con el estrés a corto plazo puede derivar en agonia psicolégica, dolores de
cabeza tensionales, malestar estomacal y otros sintomas. Afortunadamente, la mayoria
de las personas reconocen los sintomas de estrés agudo, es una lista de lo que ha ido

mal en sus vidas.

Dado que es a corto plazo, el estrés agudo no tiene tiempo suficiente para causar los
dafios importantes asociados con el estrés a largo plazo. Los sintomas mas comunes

son:
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e Agonia Emocional: una combinacion de enojo o irritabilidad, ansiedad vy
depresion, las tres emociones del estrés.

e Problemas Musculares: incluyen dolores de cabeza tensos, dolor de espalda,
dolor en la mandibula y las tensiones musculares que derivan en desgarro
muscular y problemas en tendones y ligamentos.

e Problemas Estomacales e Intestinales: como acidez, flatulencia, diarrea,
estrefiimiento y sindrome de intestino irritable.

e Sobreexcitacion Pasajera: que deriva en elevacion de la presion sanguinea, ritmo
cardiaco acelerado, transpiracion de las palmas de las manos, palpitaciones,

mareos, migrafias, manos o pies frios, dificultad para respirar, y dolor en el pecho.

Por otra parte, estdn aquellas personas que tienen estrés agudo con frecuencia.
Siempre estan apuradas, pero siempre llegan tarde. Si algo puede salir mal, les sale
mal. Asumen muchas responsabilidades, tienen demasiadas cosas entre manos y no
pueden organizar la cantidad de exigencias autoimpuestas ni las presiones que
reclaman su atencion. Parecen estar perpetuamente en las garras del estrés agudo. Es
comun que las personas con reacciones de estrés agudo estén demasiado agitadas,
tengan mal caracter, sean irritables, ansiosas y estén tensas. Suelen describirse como
personas con "mucha energia nerviosa". Siempre apuradas, tienden a ser cortantes y a
veces su irritabilidad se transmite como hostilidad. Las relaciones interpersonales se
deterioran con rapidez cuando otros responden con hostilidad real. El trabajo se vuelve

un lugar muy estresante para ellas.

Otra forma de estrés agudo episddico surge de la preocupacion incesante. Los sintomas
son los sintomas de una sobre agitacion prolongada: dolores de cabeza tensos y
persistentes, migrafias, hipertension, dolor en el pecho y enfermedad cardiaca. Tratar el
estrés agudo episddico requiere la intervencién en varios niveles, que por lo general

requiere ayuda profesional, la cual puede tomar varios meses.

Por otro lado, el estrés cronico destruye al cuerpo, la mente y la vida. Hace estragos
mediante el desgaste a largo plazo. Surge cuando una persona nunca ve una salida a

una situacion deprimente. Es el estrés de las exigencias y presiones implacables durante
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periodos aparentemente interminables. Sin esperanzas, la persona abandona la

bldsqueda de soluciones.

Algunos tipos de estrés cronico provienen de experiencias traumaticas de la nifiez que
se interiorizaron y se mantienen dolorosas y presentes constantemente. Algunas
experiencias afectan profundamente la personalidad. Se genera una vision del mundo, o
un sistema de creencias, que provoca un estrés interminable para la persona (por
ejemplo, el mundo es un lugar amenazante, las personas descubriran que finge lo que
no es, debe ser perfecto todo el tiempo). Cuando la personalidad o las convicciones y
creencias profundamente arraigadas deben reformularse, la recuperacion exige el

autoexamen activo, a menudo con ayuda de un profesional.

El peor aspecto del estrés cronico es que las personas se acostumbran a él, se olvidan
que esta alli. Las personas toman conciencia de inmediato del estrés agudo porque es
nuevo; ignoran al estrés cronico porque es algo viejo, familiar y a veces hasta casi

resulta cémodo.

El estrés cronico mata a través del suicidio, la violencia, el ataque al corazén, la
apoplejia e incluso el cancer. Las personas se desgastan hasta llegar a una crisis
nerviosa final y fatal. Debido a que los recursos fisicos y mentales se ven consumidos
por el desgaste a largo plazo, los sintomas de estrés crénico son dificiles de tratar y
pueden requerir tratamiento médico y de conducta y manejo del estrés.

Lépez-lbor & Valdés (2002), distinguen dos tipos de trastornos provocados por el estrés,
los cuales vienen incluidos dentro de los Trastornos de Ansiedad: el Trastorno por estrés

agudo y el Trastorno por estrés postraumatico.

El trastorno por estrés agudo se caracteriza por la aparicion de ansiedad, sintomas
disociativos que aparecen durante el mes posterior a la exposicion al acontecimiento
traumatico. Las alteraciones deben durar por lo menos dos dias y no mas de cuatro
semanas posteriores a la aparicion de la situacién estresante. Los sujetos con este
trastorno pueden mostrar una disminucién de la reactividad emocional, dificultad para

concentrarse, amnesia disociativa, despersonalizacion, puede haber sintomas de
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desesperacion y desesperanza. Las personas con este trastorno presentan mayor riesgo
de padecer el trastorno por estrés postraumatico. Se ha encontrado que a consecuencia

del acontecimiento traumatico pueden existir varias enfermedades médicas.

La caracteristica esencial del trastorno por estrés postrauméatico es la aparicion de
sintomas caracteristicos que sigue a la exposicidbn a un acontecimiento estresante y
extremadamente traumatico. Los estimulos asociados al acontecimiento traumatico
acaban siendo persistentemente evitados. El sujeto con este trastorno padece
constantemente sintomas de ansiedad o aumento de la activacidon que no existian antes
del trauma. Se ha observado que este trastorno puede asociarse a un aumento en el

porcentaje de trastornos somaticos y de enfermedades médicas.

Para diferenciar el inicio y la duracién de los sintomas del trastorno por estrés
postraumatico, Lopez-lbor & Valdés (2002) proponen tres clasificaciones: agudo (la
duracion de los sintomas es menor a tres meses), cronico (la duracion de los sintomas
es igual o mayor a tres meses) y de inicio moderado (donde entre el acontecimiento

traumatico y el inicio de los sintomas han pasado minimo seis meses).

Otra clasificacion del estrés es la que lo divide en dos tipos: el estrés bueno (eustrés) y
el estrés malo (distrés). El primero, sirve para mantener el estado de alerta y las
condiciones para enfrentar desafios, este tipo de estrés no causa trastornos en el
organismo. En el segundo, la intensidad y perdurabilidad generan alteraciones fisicas y

psicoldgicas (Lopez, 2001).

Cuando el estrés se presenta en forma cronica, prolongado en el tiempo, no
necesariamente intenso, pero exigiendo adaptacion permanente, se llega a sobrepasar
el umbral de resistencia del sujeto para provocar las llamadas enfermedades de
adaptacion. Es decir, que cuando el organismo se encuentra sobreestimulado, agotando

las normas fisiologicas del individuo, el estrés se convierte en distres.

El estrés cronico puede darse ya sea por una exposicion prolongada y continua a
factores estresantes externos o por condiciones crénicas o prolongadas de la respuesta

al estrés (como en sujetos deprimidos y en el estrés postraumatico). Aqui, el sujeto se ve
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expuesto prolongadamente a las llamadas hormonas del estrés (catecolaminas,
adrenalina y noradrenalina, liberadas por el sistema nervioso simpatico; y los
glucocorticoides).Las reacciones continuas o cronicas las acciones se desencadenan

por el mecanismo endocrino o hipofisario.

Mckinney (1988) considera que el modelo de estrés cronico para animales puede servir
para comprender mejor las causas neuro-hormonales del estrés cronico y de las
reacciones del cuerpo, lo cual permitira a los cientificos crear tratamientos mas efectivos

destinados a los humanos.

El estrés contribuye de forma significativa en la etiologia de la depresion, ansiedad, entre
otros (Bale, 2005). Cuando la vida cotidiana esta llena de eventos estresantes se
pueden precipitar eventos depresivos en humanos (Gilmer & McKinney, 2003), gran
cantidad de estudios han utilizado estrés para inducir cambios que se asemejen a los
sintomas de la depresion (Willner, 2005). La sensibilidad a eventos estresantes es

importante en el desarrollo del trastorno del estado de animo (Harro & Oreland, 2001).

Los estimulos estresantes son las situaciones desencadenantes del estrés y pueden ser
cualquier estimulo, externo o interno (tanto fisico, quimico, acustico o somatico como
sociocultural) que, de manera directa o indirecta, propicie la desestabilizacién en el

equilibrio dindmico del organismo.

Estos pueden ser de dos tipos, fisicos o psicologicos. Algunos ejemplos de estrés fisico
son: exposicion al frio, ayuno, hipoglicemia, hemorragia, hipoxia, estimulos
cardiovasculares; algunos ejemplos de estrés psicoldgico son: inmovilizacion, restriccion
de movimiento (RM), subordinacion social, miedo condicionado, nado forzado, ruido,
exposicién a ambientes novedosos 0 espacios abiertos y areas iluminadas, entre otros
(Garcia, 2006).

Moberg & Mench (2001), consideran que existe una fuerte relacion entre nutricion y los
sistemas inmunoldgico y enddécrino. Los nutrientes, los cuales viajan a través de la

sangre, al estar ante una situacion estresora se dirigen hacia los érganos que lo
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requieran mas. De igual forma, creen que la capacidad del sistema inmunolégico ante

las enfermedades varia dependiendo del estado nutricional y el sistema enddcrino.

Se conoce que la Spirulina maxima es un suplemento alimenticio que tiene propiedades
antioxidantes que podrian atenuar las alteraciones inducidas por el estrés, por lo cual, se

utilizé al 5% en la dieta de los sujetos experimentales.
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Capitulo 2

Spirulina maxima

Para Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez (2006), la Spirulina es una cianobacteria
filamentosa no diferenciada, habitante de lagos alcalinos, que se cultiva para consumo

humano debido a su contenido nutricional.

Segun Belay & Gershwin (2007), la Spirulina es una biomasa seca de la cianobacteria
Arthrospira. En su uso taxondmico, la Spirulina es un nombre utilizado para describir dos

especies de cianobacterias principalmente, A. platensis y A. maxima.

La Spirulina maxima es una cianobacteria clasificada taxonémicamente en la clase
Cyanphyceae, orden nostocales, familia oscillatoriaceae, género Spirulina, especie
maxima o Geitleri, la cual actualmente es denominada Arthrospira maxima. La célula
mide de 5 a 10 um de didmetro, es de forma filamentosa y helicoidal con 5 a 6 torsiones,
se caracteriza por un diametro de hélice de 50 a 60 um, y por un espesor de 80 um y

mide de 200 a 300 um de longitud, no ramificada (Chamorro y cols., 2002).

En México, el consumo de esta cianobacteria se remonta a tiempos prehispanicos. Los
aztecas la conocian como tecuitlatl y la obtenian del lago de Texcoco. Los nativos de

Chad, en Africa también la consumen y es conocida como dihé (Kay, 1991).

Esta cianobacteria es fuente rica en proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerales y otros
nutrientes, por lo que algunos de sus principales usos son: como suplemento alimenticio
(en polvo, encapsulado, en tabletas), como sustituto de harina (en diferentes sabores),
en pastas, botanas, salsas, barras de granola, golosinas o bebidas instantaneas de

frutas o vegetales.

La Spirulina contiene gran variedad de macronutrientes y micronutrientes (ver Tabla 2),
algunos de los cuales no pueden ser sintetizados por el organismo humano, asi como en

algunas de sus propiedades, tales como incrementar los niveles de energia, reducir el
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estrés premenstrual, incrementar el rendimiento de atletas, mejorar el apetito y ofrecer

proteccion antioxidante (Kay, 1991).

Las propiedades antioxidantes de la Spirulina se deben a que contiene el 4cido graso
esencial gamma-linolénico (GLA), B-caroteno y ficocianina; las cuales tienen la
capacidad de atrapar a los radicales libres, ademds, la ficocianina inhibe la

lipoperoxidaciéon (Gershwin & Belay, 2008).

En los dltimos afios, se han atribuido diversos efectos positivos a la Spirulina maxima, en
el tratamiento de algunos tipos de alergias, anemia, cancer, enfermedades virales y
cardiovasculares. Muchas de sus propiedades son consecuencia de la presencia de
pigmentos como las ficobiliproteinas y los carotenoides, asi como de otros compuestos
como polisacaridos, acidos grasos (destacando el 4cido gamma linolénico), proteinas,
vitaminas y minerales. Las propiedades y aplicaciones de este organismo hacen de él un

alimento "promotor de la salud" (ver Tabla 2).

Se realizaron varios estudios para valorar los efectos que la Spirulina tiene sobre
algunos roedores y el humano. Algunos efectos positivos encontrados son: la inmuno-
regulacion, efectos antioxidantes, anticancerigenos, antivirales, antitoxicos y contra la
hiperlipidemia y la hiperglucemia. Se ha comprobado a nivel experimental, in vivo e in
vitro, su efectividad en el tratamiento de algunos tipos de alergias, anemia y leucemia,
en otros tipos de cancer, en reduccién de hepatotoxicidad, en enfermedades virales y
cardiovasculares, diabetes, obesidad, inmunodeficiencia y procesos inflamatorios, entre
otros. (Chamorro y cols., 2002; Gershwin & Belay, 2008), (ver Tabla 3).

Juérez Aguilar Maria Teresa 25



Tabla 2. Valor Nutrimental de las Microalgas (Tomado de Kay, 1991)

Valor Nutricional de Microalgas Producidas
Comercialmente

Aph. Flosaquae | Chlorella Spirulina
Humedad 6% 5% 5%
Proteina 63% 58% 65%
Lipidos Totales 3% 9% 5%
Acidos Grasos n/a n/a n/a
Carbohidratos 27% 23% 18%
Cenizas 7% 3% 7%
Calcio 140.0 mg 22.0 mg 100.0 mg
Fosforo 51.0 mg 90.0 mg 90.0 mg
Hierro 6.4 mg 13.0 mg 15.0 mg
Sodio 38.0 mg n/a 60.0 mg
Cloro 46.0 mg n/a 44.0 mg
Cromo 40.0 mg n/a 28.0 ug
Cobrer 60.0 ug 10.0 ug 120.0 pg
Magnesio 16.0 mg 32.0 mg 40.0 mg
Manganeso 0.3 mg n/a 0.5 mg
Cinc 0.3 mg 7.0 mg 0.3 mg
Potasio 100.0 mg 90.0 mg 120.0 mg
Otros n/a n/a n/a
Vitaminas
Acido Ascérbico 5.0 mg 1.0 mg 0.5mg
Caroteno 2,000.0 RE 550 RE 2,300.0 RE
Biotina 3.6 ug 19 ug 0.5 ug
Cobalamina 8.0 ug 1.3 g 3.2 ug
Colina 2.6 mg n/a n/a
Acido Fdlico 1.0 ug 2.7 ug 1.0 ug
Piridoxina 67.0 ug 140.0 g 80.0 ug
AcidoPantoténico 130.0 ug 130.0 pg 10.0 g
Niacina 0.65 mg 2.38 mg 1.46 mg
Tiamina 0.03 mg 0.17 mg 0.31mg
Inositol n/a 13.2 mg 6.4 mg
Vitamina E 1.2 Ul 0.1 Ul 1.0Ul
Pigmentos y Otros Compuestos
Carotenoides n/a n/a 37.0mg
Ficocianina n/a n/a 1,500.0 mg
Clorofila 300 mg 200 pg. 115.0 mg
Acido Gamma n/a n/a 135.0 mg
Linolénico
Glicolipidos n/a n/a 200.0 mg
Sulfolipidos n/a n/a 4-10.0 mg
Acidos Nucleicos n/a 30% 4.5%

Las cantidades estan dadas por 10 g de peso seco.

Los datos para Aph. flos-aquae son de Cell Tech. Los de Chlorella sp. Son

de Sun Chlorella. Los de Spirulina sp. son de Earthrise Farms. SOSA

n/a = no analizado; Ul = Unidad Internacional; RE = Equivalentes de retinol.
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Tabla 3. Efectos farmacolégicos de la Spirulina. (Chamorro y cols., 2002).

EFECTO MODELO RESUMEN DE RESULTADOS
La inoculacién intraperitoneal inhibié varios tipos de reacciones alérgicas. In vitro
Antialérgico Rata previno la produccién de TNF-alfa por macréfagos peritoneales. Resultados
similares se obtuvieron con la proveniente de otra fuente.
Antianémico Rata Sola o en combinacion con gluten de trigo, aume_r)té el contenido_de hierro y
hemoglobina durante la primera semana de la gestacion y en la lactancia.
Células Siete administraciones intravenosas de 100 pg de Ca-Sp cada una, obtenido de la
cianobacteria, causaron marcada disminucién de tumor pulmonar colonizado con
células B16-B6. Redujo el citocromo P450 hepatico, induccion de glutation S-
Anticancerigeno transferasa hepética; sin embargo, la actividad de la enzima extrahepética no
mostré cambios.
Ratén Aumenté el tiempo de sobrevida de ratones BALB/c inoculados con el linfosarcoma
L517BY.
Cofactor Un polisacarido aislado de la cianobacteria aumentdé en mas de mil veces la
heparina. actividad antitrombina del cofactor Il de la heparina.

Anticoagulante

Fibroblastos

El mismo polisacarido aumento la produccion de activador del plasminégeno, en
una linea celular de fibroblastos humanos.

Extractos acuosos y organicos inhibieron la frecuencia de micronlcleos en células

Antigenotoxico Células meidticas de Tradescanta, inducida por la hidrazida del acido maleico.
La Spirulina, el extracto oleoso y la fraccion de la cianobacteria exenta de grasa,
. " previnieron el higado graso inducido por el tetracloruro de carbono. La ficocianina
Antihepatotoxico Rata - L L .
proveniente del alga protegid contra la hepatotoxicidad producida por el tetracloruro
de carbono y la pulegona.
Raton La ficocianina obtenida de Spirulina redujo la inflamacién producida por peroxido.

Raton y rata

La ficocianina obtenida de la cianobacteria mostré actividad antiinflamatoria en
cinco modelos experimentales.

Antiinflamatorio Raton Extractos de ficocianina, obtenidos de Spirulina inhibieron el edema en oido y las
concentraciones de LTB, inducidos por acido araquidénico.
Rata La ficocianina obtenida de Spirulina redujo la actividad de mieloperoxidasa e inhibi6d
la infiltracion celular inflamatoria y el dafio en colon.
Antiparasitario Ratén En ratones inoculados con Plasmodium chabaudi no se observo efectos en la
parasitemia, pero tampoco desarrollaron recrudescencia.
Antitdxico Rata Redujo la toxicidad del plomo sobre testiculos, peso corporal y diametro tubular.
Células humanas | Un extracto acuoso inhibié en 50% la produccion de HIV-I en lineas de células
humanas, células mononucleares y células de Langerhans.
Antiviral El Ca-Spirulan inhibié la replicacion de HIV-l y HSV-I en lineas de células humanas.

Virus

El remplazo del ion Ca por iones de Na y K en la molécula de Ca-SP, conservo su
actividad antiviral.

Cardiovascular

Anillos aorticos

Administrada durante dos semanas al 5% en la dieta, mostr6 efectos sobre las
respuestas vasomotoras dependientes del endotelio en anillos de aorta.
Administrada durante 6 semanas al 5% en la dieta, previno los efectos vasomotores
de una dieta rica en fructosa (60%) en anillos de aorta de rata.

El extracto alcohdlico aumentd la sintesis de NO por el endotelio y de un
prostanoide vasoconstrictor por células no endoteliales.

Hipoglicemiante

Rata

El extracto metandlico caus6 disminucion del area bajo la curva de glucosa en
animales diabéticos, sugiriendo efecto hipoglicemiante. Sin embargo, el extracto
diclorometandlico produjo efecto hiperglicemiante en ratas normales y diabéticas,
mostrando la existencia de principios antagoénicos en el alga.

Hipolipidémico

Rata

Disminucion del colesterol hepético, incrementado por el tetracloruro de carbono.

Inmunoestimulante

Ratén

Pollo

Gatos

La incorporacién a la dieta de ratones normales mejord las respuestas de
anticuerpos a eritrocitos de carnero.

La administracion simultanea oral con un antigeno, incremento la respuesta de IgA
en intestino.

La administracién de un extracto a cultivos de macréfagos peritoneales de pollo
aumento su capacidad fagocitica.

La incorporacion a la dieta de pollos mejor6 su respuesta secundaria de
anticuerpos antieritrocitos de carnero, la respuesta mitogénica a PHA, la actividad
fagocitica de macrofagos y la actividad NK.

La adicion de extracto a cultivos de macrofagos de gato aumenté su capacidad
fagocitica.
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Se sabe que la Spirulina maxima es un suplemento alimenticio con propiedades
antioxidantes, por lo cual se utiliz6 para mejorar los sistemas antioxidantes de defensa y

mejorar el metabolismo de lipidos ante la produccion de Especies de Oxigeno Reactivas
producto de un estrés agudo inducido por la Restriccion de Movimiento.

Juérez Aguilar Maria Teresa 28



Efecto de la Spirulina maxima en los indicadores del estado antioxidante en un modelo de estrés agudo”

Capitulo 3

Sistemas Antioxidantes de Defensa

En la actualidad, se sabe que el metabolismo celular produce constantemente Especies
de Oxigeno Reactivas (EOR), las cuales son toxicas para el organismo. Por lo cual, éste
desarrollo estrategias de defensa, llamadas Sistemas Antioxidantes. Ambos, oxidantes y
antioxidantes, forman parte importante del proceso salud-enfermedad en los seres vivos.

(Diaz-Zagoya & Juarez-Oropeza, 2007).

Un antioxidante es cualquier sustancia que al estar en concentraciones mas bajas que
un sustrato oxidable, retrasa significativamente o inhibe la oxidacién del sustrato. Los
sistemas de defensa antioxidante participan como un mecanismo protector contra los

efectos de los radicales libres en funcion del grado de agresividad de éstos.
Para Diaz-Zagoya & Juarez-Oropeza (2007), los sistemas antioxidantes se clasifican en:

e Enddgenos: son sintetizados por el organismo y se subdividen en:
e Enzimaticos:

e Superoéxido Dismutasa (SOD): existen 3 tipos en el ser humano: SOD-Zn/Cu
(esta en el citoplasma), SOD-Mn (se encuentra en la matriz mitocondrial) y
SOD-extracelular (esta en el liquido extracelular y en el plasma sanguineo).

e Catalasa (CAT): cataliza la conversion de dos moléculas de H,O, en dos
moléculas de agua y una de O,. Previene la formacién de radicales hidroxilos
a través de un mecanismo tipo Fenton.

e Peroxidasa de Glutatién (GSH-Px)

¢ No Enzimaticos:

e Proteinas intracelulares.

e Proteinas plasmaticas transportadoras de iones metélicos o de complejos
organometalicos.

e Glutation:
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Glutation Reducido (GSH): su funcién antioxidante es indirecta ya que
sirve como coenzima de oxidorreduccion para la GSH-Px y con NADPH
puede reducir radicales H,O, y lipoperoxilos.

Glutation Oxidado (GSSG): se reduce nuevamente a GSH mediante la

glutation reductasa.

e Exdgenos: se encuentran en los alimentos y disminuyen de forma importante los

efectos adversos de las EOR. Algunos son:

Carotenoides (Provitamina A): zanahoria, jitomate, frutas citricas,
espinacas, brocoli, maiz, mango, etc.

Vitamina E: aceites vegetales, margarina, mayonesa, nueces, algunas
hortalizas de hoja verde, etc.

Vitamina C: naranja, fresa, kiwi, brécoli, coliflor, melon, etc.

Flavonoides: verduras, cereales, leguminosas, frutas, vino, cerveza, etc.
Selenio

Cobre

zZinc

Manganeso

Como el sistema de defensa antioxidante no es eficiente del todo, es probable que el

incremento en la formacién de radicales libres ocasione dafio en al cuerpo. Los radicales

libres pueden alterar sistemas bioldgicos y dafiar una gran cantidad de moléculas, a este

estado se le llama Estrés Oxidativo. El Estés Oxidativo se presenta cuando el balance

entre la generacion de radicales libres y la defensa antioxidante resulta desfavorable

para la célula (Diaz-Zagoya & Juarez-Oropeza, 2007).

Cuando se pierde el balance entre los agentes oxidantes y antioxidantes, a favor de los

oxidantes se le conoce como Estrés Oxidativo. (Storz & Zheng, 2000).

Debido a que los radicales libres pueden inducir dafio en casi todas las biomoléculas, se

les relacionas con muchas enfermedades, como: hepatitis, cirrosis, cancer,

ateroesclerosis, enfermedades neuroldgicas degenerativas, asma, diabetes mellitus,
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lupus, entre otras. Por lo cual, los antioxidantes se usan en la prevencién primaria para
optimizar el estado de bienestar y salud de las personas asi como en la prevencion
secundaria de multiples enfermedades.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Justificacion

La Restriccion de Movimiento (RM) es un método para inducir estrés fisico y psicologico
que permite la valoracion de posibles tratamientos para disminuir las consecuencias
fisiologicas de estar sometido al estrés. Por lo anterior, se utilizé la RM para valorar los
efectos de la Spirulina maxima sobre los cambios bioquimicos indicadores del estrés

(psicolégico y oxidativo) que acompafan al estrés agudo.

Ya que estamos sometidos constantemente a situaciones estresantes, las cuales no
siempre son facilmente controlables, se propone el uso de la Spirulina maxima como un
suplemento alimenticio el cual podria ayudar a mejorar la calidad de vida de las
personas, atenuando las respuestas fisiolégicas negativas que pueden provocar una
enfermedad. De igual forma, es importante conocer los cambios bioquimicos que se

producen al estar sometido a una situacion estresante.

Pregunta de Investigacion

¢Influye la ingesta de Spirulina maxima en la respuesta fisioldgica del estrés agudo en

ratas?

Objetivo General

El objetivo de este estudio es conocer si la Spirulina maxima influye en las respuestas

fisiolégicas ante situaciones estresoras.
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Objetivos Particulares

1. Someter a los sujetos experimentales a un estrés agudo para interpretar los
efectos de la Spirulina maxima en las respuestas fisiolégicas inducidas.

2. Evaluar las respuestas fisioldgicas producto de un estrés agudo provocado por la
Restriccién de Movimiento.
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METODOLOGIA

Hipotesis

Las ratas alimentadas con Spirulina maxima tendran mejores defensas antioxidantes
ante el estrés agudo, en comparacion con las ratas alimentadas sin Spirulina maxima al
5%.

Definicidn de Variables

Variable Dependiente: cambio en la respuesta fisiologica de las ratas (Glucosa,
Colesterol Total, Triacilgliceroles, Acidos Grasos Libres, Sustancias Reactivas al Acido
Tiobarbitarico, Glutation Reducido, Superéxido Dismutasa, Catalasa y Corticosterona).

Variable Independiente;: instrumentacion de un ambiente estresor: restriccion de

movimiento (RM).

Variable Independiente,: ingesta de Spirulina maxima al 5%.

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio post-prueba.
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Tabla 4. Diseiio Experimental

Grupo | Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Pruebas
G _ _ 01
G, _ X2 O,
Gs X1 _ O3
Ga X1 X2 O4

Donde:

Gi: sin RM y dieta comercial para roedores. (C)

G2: sin RM y dieta comercial para roedores adicionada con Spirulina maxima al 5%. (Sm)
G3: se sometié a RM y dieta comercial para roedores. (C+RM)

G4: se sometié a RM y dieta comerical para roedores adicionada con Spirulina maxima al
5%. (Sm+RM)

X1: atmodsfera estresora : restriccion de movimiento (RM).
X,: dieta comercial para roedores adicionada con Spirulina maxima al 5%. (Sm)

0O1.4: en plasma e higado se determinaron: Colesterol Total (CT), Triacilgliceroles (TAG),
Acidos Grasos Libres, Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (TBARS), Glutation
Reducido (GSH), Superéxido Dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT); en plasma se

determind: Corticosterona y Glucosa.
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Total
48 ratas

|
| | \

C Sm C+RM Sm+RM
12 ratas 12 ratas 12 ratas 12 ratas
inm 24h inm 24h
6r 6r 6r or

Figura 1. Disefio experimental utilizado

Muestra

La muestra fue de 48 ratas macho de la cepa Wistar de 217 + 20 g de peso corporal y
aproximadamente 2 meses de edad al inicio del tratamiento, se obtuvieron del Bioterio
de la Facultad de Medicina, UNAM. Se asignaron en cuatro grupos de 12 ratas cada uno
(3 ratasl/jaula). La dieta de las ratas varié dependiendo del grupo al que pertenecia, los
grupos 1 y 3 solo fueron alimentados con una dieta comercial para roedores
(20g/rata/dia); y los grupos 2 y 4 con una dieta comercial para roedores adicionadas con

Spirulina maxima al 5% (20g/rata/dia) y el agua fue ad libitum para todos los grupos.

La temperatura fue controlada a 20°C, la humedad fue ambiental y las ratas se
sometieron a periodos de luz-obscuridad de 12h cada uno para no alterar su ritmo

circadiano.
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Consideraciones Eticas

El manejo de los animales de experimentacion se realizé de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-ZO0, 1999).

Materiales y Equipo

Algunos instrumentos utilizados fueron:

o Balanza Analitica: marca Sartorious, modelo Basic (Alemania).

o Lector de microplacas: marca Awareness Technology Inc.

o Espectrofotémetro: UV-visible marca Thermo, modelo Genesys 10uv.

o Centrifuga refrigerada: marca International Equipment Company (IEC), modelo
Centra MP4R.

o Homogenizador: Polytron Aggregate, modelo PT 1200, marca Kinematica,
(Suiza).

o Micropipetas y Multidispensador: marca Gilson y Eppendorf, respectivamente.

o Jaulas.

o Bebederos.

o Comederos.

o Cuarto con temperatura y humedad controladas.

o Material tipico de laboratorio.

o Jaulas de restriccion de movimiento (cilindros de acrilico de 18cm de largo x 7cm

de diametro).
Los reactivos utilizados se obtuvieron en:

o Spirulina maxima en polvo fue adquirida de “Alimentos Esenciales para la
Humanidad AEH, S.A. de C.V.”

o Los reactivos fueron obtenidos de Sigma - Aldrich Chemical Co. (San Luis, MO) y
los solventes de Merck, México S.A. de CV. (México, D.F.)
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Procedimiento

Las ratas fueron asignadas en cuatro grupos, 12 ratas por grupo. El primer grupo no tuvo
RM y tuvo una dieta comercial para roedores; el segundo grupo no fue sometido a la RM
y se alimentd con una dieta comercial para roedores conteniendo Spirulina maxima al
5%; el tercer grupo estuvo sometido a la RM y tuvo una dieta comercial para roedores; el
cuarto grupo estuvo sometido a la RM y tuvo una dieta comercial para roedores

conteniendo Spirulina maxima al 5%.

Cada grupo fue alimentado por la dieta especificada (segun su grupo) por 7 dias. Al
octavo dia, previo ayuno de 12h, los grupos 3 y 4 fueron sometidos a la RM durante 2h.
Al finalizar, estos grupos se dividieron en 2 subgrupos de 6 ratas cada uno, mismos que
se sacrificaron: inmediatamente después y a las 24h posteriores a la RM,
respectivamente, para realizar las pruebas pertinentes y realizar una comparaciéon entre

los grupos y subgrupos (ver Figura 2).

El tiempo experimental minimo para observar el efecto protector de la Spirulina maxima
es de 5 dias, por lo que la etapa de aclimatacion fue de 7 dias (Torres-Duran y cols.,
1998).
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» Seleccion de la Muestra

1

Y | Asignacion de ratas a grupos experimentales

Y + Dieta asignada segun grupo por 7 dias

4 * Ayuno de 12h

Y + Sacrificio (inmediatamente o 24h post-RM, segun grupo)

» Obtencion de muestra (sangre e higado)

” N

+ Analisis Bioquimico (Glucosa, Colesterol Total, Triacilgliceroles, Acidos

Grasos Libres, Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico, Glutation
Reducido, Superéxido Dismutasa, Catalasa y Corticosterona)

J

ECE

Figura 2. Procedimiento. Se ilustra las etapas del procedimiento para la obtencion y
analisis de la muestra. 1. La seleccion de los animales fue con base en el sexo (machos)
y peso (217 + 20 g de peso corporal). 2. La asignacién fue aleatoria. 3. La dieta asignada
fue proporcionada en cantidad limitada y en un mismo horario. 4. Se sometieron a ayuno
de 12 h para valorar adecuadamente los lipidos. 5. Posterior a la RM y con ayuno de 12
h, los animales se sacrificaron en los tiempos mencionados. 6. Se obtuvo sangre e
higado, el plasma vy tejido hepético se congelaron a -74°C hasta que se realizaron los
analisis bioquimicos. 7. Los analisis bioquimicos se realizaron inmediatamente o en la
muestra descongelada, con base en la metodologia utilizada. 8. Se valoraron
indicadores del metabolismo de carbohidratos, lipidos y estrés oxidativo.

Para la RM cada rata se meti6é a una jaula de RM (18cm de largo x 7cm de didmetro) y

se mantuvo dentro de ésta durante 2h (ver Figuras 3y 4).
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Figura 3. Dispositivo para RM

Figura 4. Grupo durante la RM

En las Figuras 3 y 4 se observa el dispositivo utilizado para inducir la RM. Los sujetos
experimentales estuvieron en la jaula por 2h. Posterior a la RM fueron sacrificadas

inmediatamente o 24h post-RM.

Se evaluaron 2 tiempos experimentales para conocer la secuencia de eventos y su

duracién al estar sometido a un estrés agudo.
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Obtencion del Material Bioldgico

Las ratas se sometieron a un ayuno de 12h minimo. Cada una se peso y se sacrifico
inmediatamente o a las 24h posteriores a la RM, segun su grupo, previa anestesia con
éter. La sangre se recolecté en tubos Vacutainer con heparina, los cuales fueron
centrifugados a 4,000 RPM durante 15 minutos para obtener el plasma de cada uno. El
higado fue recolectado en papel aluminio y se pes0; posteriormente, se obtuvieron
fragmentos de 19 los cuales fueron utilizados para la determinacion de lipidos, enzimas
antioxidantes y proteinas; el fragmento de higado fue homogeneizado con un
homogeneizador polytrén en un buffer de fosfatos (0.02M, pH=7.2, en una proporcion
4:1, v:p). Plasma e higado se mantuvieron en congelacion a -74°C hasta que fueron

analizados.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism version 4
para Windows. Se utilizé la prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA) y la

prueba post-hoc Bonferroni, considerando significativo p<0.05.

Pruebas
Método para Determinar Carbohidratos
Metodologia para Determinar Glucosa

Se utilizé el kit enzimatico - colorimétrico para determinar Glucosa de Spinreact (México,
D.F.), siguiendo las instrucciones sugeridas por el proveedor. Las reacciones

enzimaticas del kit son las que se indican abajo.

1. B-D-Glucosa + O, + H,0—%2» Acido Glucénico + H,0;
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2. H,0, + Fenol + Ampirona —-224 Quinona + H,0

En donde: GOD: glucosa oxidasa y POD: peroxidasa. Al final de la reaccién, la

absorbancia del croméforo (Quinona) se determind 505nm.

Método para Determinar Lipidos
Metodologia para Determinar CT

Se utilizé el kit enzimatico - colorimétrico para determinar Colesterol Total de JAS
Diagnostics Inc. (México, D.F.). Las determinaciones de hicieron de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas por el proveedor. Las reacciones del kit son las que se

muestran abajo.

1. Esteres de Colesterol _S:E5€@2 | Colesterol + Acidos Grasos

2. Colesterol + O, &dasay cnlasterol-4-en-3-one + H,0,

3. 2H,0, + HBA + 4AAP EBedasay Ayingneimina + 4H,0

En donde: C. Esterasa: colesterol esterasa; C. oxidasa: colesterol oxidasa y Peroxidasa:
peroxidasa. Al final de la reaccion, la absorbancia del croméforo (Quinoneimina) se

determin6 a 520nm.

Metodologia para Determinar TAG

Se utilizé el kit enzimatico-colorimétrico para determinar Triacilgliceroles de Spinreact
(México, D.F.), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el proveedor. Las

reacciones enzimaticas del kit son las que se muestran a continuacion.

1. Triacilgliceroles + 3H,0 + LP— Glicerol + 3R-COOH
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2. Glicerol + ATP + GK— Glicerol-3-P + ADP
3. Glicerol-3-P + O, + GFO;— Dihidroxiacetona-P + H,0,
4. H,0; + 4-aminofen + 4-clorofenol + PO,— Quinona + 2H,0 + HCI

En donde: LP: lipasa pancreética; GK: glicerol cinasa; GFO,: glicerol-3-fosfato oxidasa;
POy: peroxidasa. Al final de la reaccién, la absorbancia del cromoforo (Quinona) se

determin6 a 510nm.

Metodologia para Determinar Acidos Grasos Libres

Se utilizé el kit enzimético - colorimétrico “Free Fatty Acids, Half Micro Test” de Roche
(México, D.F.), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el proveedor. Las

reacciones enzimaticas del kit son las siguientes.

1. Ac. Grasos L. + CoA + ATP _29CS, acil-CoA + AM P + pirofosfato
2. Acil-CoA + 0, AP, enoil-CoA + H,0;

3. H,0, + 4-AA + TBHB_P°2 colorante rojo + 2 H,O + HBr

En donde: AcilCS: acil-CoA sintetasa; ACOD: acil-CoA deshidrogenasa; POD:
peroxidasa. Al final de la reaccion, la absorbancia del croméforo (colorante rojo) se

determin6 a 546nm.

Método para Determinar Estrés Oxidativo
Metodologia para Determinar SOD

Se realiz6 por el método de Kono (1978), que se basa en la reduccién de NBT (por sus
siglas en inglés, nitroblue tetrazolium) formando un compuesto con color. Se colocé en
un tubo de ensayo 25ul de la muestra, 25ul de Triton-X100 al 0.6%, 25ul de EDTA 0.1M,
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325ul de Carbonato de Sodio 50mM y 62,5ul de NBT, se incubé a 37°C por 10 minutos,
posteriormente se agrego 25ul de Hidrocloruro de Hidroxilamina 20mM y por dltimo se
midié el cambio de absorbancia cada minuto por 5 minutos en espectrofotémetro, para

determinar la actividad enzimatica a 560nm. Cada muestra por duplicado.

Metodologia para Determinar CAT

Se determin6 por el método de Aebi (1984), el cual se basa en la desaparicién del
Perdxido de Hidrégeno convertido en H,0, y O,; para tal fin, se mezclaron 10ul de la
muestra, 30ul de Triton al 1% (6rganos), 635ul de Na,HPO4 0.2M con pH 7.2 y 335ul de
Peroxido de Hidrogeno H,O, 0.03M recién preparado. Se midié6 el cambio de
absorbancia cada minuto por 5 minutos a 240nm. Cada muestra por duplicado.

Metodologia para Determinar GSH

Se determind por el método de Owens & Belcher (1965). Previa curva estandar se tomo
20ul de la muestra, 610ul de Na;HPO, 0.03M con pH de 7.2, 50ul de DTNB disuelto en
1% de Citrato de Sodio; se deja reposar 5 min y posteriormente se centrifuga a 10,000
RPM por 5 minutos, se toma el sobrenadante y se lee la absorbancia a 412nm. En
organos, previo lo anterior se toma 100ul del homogenado y se le agrega 10ul de acido
tricloroacético (TCA), se centrifuga a 10,000 RPM y se toma el sobrenadante para lo

antes mencionado. Cada muestra por duplicado.

Metodologia para Determinar TBARS

Se utiliza el método de Ohkawa y cols. (1979). Se evaluo el nivel de productos finales de
la lipoperoxidacion por la técnica de las Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico

(TBARS). Se colocan 100ul de la muestra (en oOrganos, el sobrenadante del
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homogenado con TCA), 50ul de HCI 0.6N y 1ml de Acido Tiobarbittrico (TBA) 0.12M en
tris al 0.026M. Posteriormente se pone en bafio maria a ebullicion por 10 minutos y
luego se determina la absorbancia a 535nm.

Método para Determinar Estrés Fisico
Metodologia para Determinar Corticosterona

Se realizé con el kit de Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) de Corticosterona de Assay
Designs (Ann Arbor, MI).

Se utiliza un anticuerpo policlonal para pegar la Corticosterona, se incuba a temperatura
ambiente, se eliminan los excesos de sustancias y se afiade el sustrato. Después de un
periodo de incubacion se detiene la reaccién de la enzima y se observa un color

amatrillo, se lee a 405nm en un lector de microplacas.

Método para Determinar Proteinas
Metodologia para Determinar Proteinas

Se realizé mediante el método de Bradford (Kruger, 1994). Se evalué la concentracién
de proteinas en la muestra del homogenado. Se realiz6 la curva estandar previamente
con albumina bovina (1mg/ml). Se colocaron 10ul del homogenado y con agua
bidestilada se completé a 100ul, posteriormente se agregaron 2.5ml de la solucion de
Bradford, después de mezclarlos se incubd a temperatura ambiente y en obscuridad por
10 minutos antes de hacer la lectura. Cada muestra por duplicado se lee a una

absorbancia de 595nm.
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RESULTADOS

Como se mencion6 anteriormente se utilizaron cuatro grupos experimentales, dos de los
cuales fueron sometidos a la RM por 2h (C+RM y Sm+RM) para provocar un estrés
agudo. Estos se subdividieron en dos grupos, el primero fue sacrificado inmediatamente

post-RM y el segundo fue sacrificado a las 24h post-RM.

Los resultados seran presentados en dos apartados. El primero, se refiere a los
resultados de las pruebas realizadas con el plasma obtenido de la sangre de los sujetos
experimentales; y en el segundo, a los resultados de las pruebas realizadas en higado.

Plasma

Estrés fisico. Para determinar si las ratas sometidas a la RM realmente sufrieron estrés
fisico, se evalu6 la corticosterona en plasma. El analisis estadistico (ANOVA) de la
concentracion de corticosterona en plasma muestra una diferencia significativa entre C y
Sm+RMi (p<0.01); entre C y C+RMi, C+RM24 y Sm+RM24 (p<0.05); y entre Sm y
C+RMi, Sm+RMi, C+RM24 y Sm+RM24 (p<0.001). Lo anterior, indica que existié un
aumento significativo en la concentracion de corticosterona en comparacion con los
controles (C y Sm); sin embargo, no se observo una diferencia entre los grupos que se

sometieron a la RM (Figura 5).
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Corticosterona en Plasma
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Figura 5. Concentracion de Corticosterona en plasma. Los animales fueron
alimentados con la dieta control (C) o con la dieta de Spirulina maxima al 5% (Sm)
durante 7 dias (n=12 c/u). Posteriormente se sometieron o no a RM por 2h y sacrificados
inmediatamente o a las 24h post-RM (C+RMi, C+RM24, Sm+RMi y Sm+RM24, n=6 c/u).
Las diferencias significativas entre las columnas sefialadas por una barra se obtuvieron
mediante ANOVA y la prueba post-hoc Bonferroni.
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Figura 6. Concentracion de Triacilgliceroles en plasma. La simbologia de los grupos
es como lo indicado en la Figura 5.
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Lipidos y Carbohidratos. Los resultados del analisis de glucosa y lipidos (TAG, CT y Ac.
Grasos Libres) en plasma se encuentran en la Figura 6 y en la Tabla 5. No hubo
diferencia significativa entre los grupos en cuanto a Colesterol Total, Glucosa y Acidos
Grasos Libres. Sin embargo, se encontré que la concentracion de TAG disminuyo6
significativamente en los grupos que se sometieron a la RM; sin embargo, la dieta con

Spirulina maxima no afect6 este resultado.

Tabla 5. Perfil de Glucosa, Lipidos y SOD en Plasma.

Colesterol Ac. Grasos
Grupo Glucosa . SOD
Experimental mg/dl Total Libres u/ml
mg/dl mM

C 103 £ 17 63.55+8.5 0.30+0.11 76.71 + 1.68
Sm 98 +13 70.4 £ 16 0.33+0.18 76.84 + 1.28
C + RMi 118 £ 22 62.5+ 15 0.38 +0.20 78.23 +0.74
Sm + RMi 94 +14 728 +11 0.22 £0.08 76.88 + 0.92
C +RM24 106 + 14 60.8 £ 19 0.26 +0.11 77.10+1.34
Sm + RM24 119 £ 23 62+12 0.21 +0.07 77.31+0.91

La simbologia de los grupos es como lo indicado en la Figura 5.

Estrés Oxidativo. Para valorar la influencia del estrés fisico sobre el estrés oxidativo se
midio, SOD, CAT, GSH y TBARS, en plasma. Los resultados de la actividad de SOD se
encuentran en la tabla 5 en la que se observa que no hubo diferencia significativa entre
los grupos. En las Figuras 7, 8 y 9 se encuentran los resultados de la actividad de CAT,

la concentracion de GSH y de TBARS, respectivamente.
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CAT en Plasma
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Figura 7. Actividad de Catalasa en plasma. La simbologia de los grupos es como lo
indicado en la Figura 5.

GSH en Plasma
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Figura 8. Concentracion de Glutation Reducido en plasma. La simbologia de los
grupos es como lo indicado en la Figura 5.
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Hubo diferencia significativa en la actividad de CAT entre los controles (C y Sm), siendo
mas alta en el grupo Sm (p<0.01), indicando que la Spirulina maxima aumenta la
actividad de CAT. Aunque la actividad de CAT disminuy6 en los grupos con RM, éstos
s6lo son significativamente diferentes al control Sm. Lo cual puede sugerir, que la

Spirulina maxima aumenta las defensas antioxidantes.

En GSH, se observa que existe una diferencia significativa entre los controles (C y Sm),
sin embargo no existe diferencia entre los grupos sometidos a RM. Se encontrd que los
grupos sometidos a la RM son diferentes al grupo control Sm, ya que éste se encuentra

aumentado.

Se encontré que la RM produce una tendencia a aumentar los TBARS en plasma. No
obstante, esta diferencia no fue significativa con los grupos control (C y Sm); sin
embargo, a las 24h post-RM, el grupo alimentado con Spirulina (Sm+RM24) disminuy? el
cumulo de TBARS, mostrando una diferencia significativa con los grupos Sm+RMi y

C+RM24. Lo que sugiere que regreso a sus niveles basales mas eficientemente.
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Figura 9. Concentracion de TBARS en plasma. La simbologia de los grupos es como
lo indicado en la Figura 5.
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Higado

Lipidos. Para evaluar lipidos en higado se consideraron los siguientes marcadores: CT,

TAG y Acidos Grasos Libres (Figuras 10, 11y 12 respectivamente).

En CT se observa que el grupo alimentado con Spirulina maxima (Sm) tiene valores mas
bajos que los que no se alimentaron con esta (C). Por otro lado, la RM induce una
disminucién del contenido de CT hepatico de forma inmediata en ambos grupos, misma
que es contrarrestada méas eficientemente en el grupo Sm+RM24 regresando a sus
valores basales mas rapidamente que el grupo C+RM24. Estos resultados podrian ser

explicados por los cambios hemodindmicos inducidos por el estrés fisico (RM).

En TAG se observa que existe una diferencia significativa entre los grupos control (C y
Sm), estando su concentracion disminuida en el grupo Sm. De igual manera la RM
induce una disminucion inmediata en el grupo C+RMi que se recupera a las 24h
(C+RM24). La RM no indujo diferencias significativas en los grupos alimentados con

Spirulina maxima (Sm vs Sm+RMi y Sm vs Sm+RM24).

En cuanto a los Acidos Grasos Libres en higado, se observa que existe una diferencia
significativa entre los grupos control (C y Sm), ya que el grupo Sm tienen una menor
concentracion. Se encontré que existe diferencia entre los grupos sometidos a la RM a
las 24h, en donde el grupo Sm+RM24 se encuentra disminuido, con lo cual ambos
regresan a sus valores iniciales. No se observaron efectos por la RM si por la Spirulina
maxima. Ya que los Acidos Grasos Libres son un indicador de dafio hepatico, se puede

concluir que la Spirulina protege al higado.
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Figura 10. Concentracion de Colesterol Total en Higado. La simbologia de los grupos
es como lo indicado en la Figura 5.
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Figura 11. Concentracion de Triacilgliceroles en Higado. La simbologia de los grupos
es como lo indicado en la Figura 5.
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Ac. Grasos Libres en Higado
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Figura 12. Concentracion de Acidos Grasos Libres en Higado. La simbologia de los
grupos es como lo indicado en la Figura 5.

Estrés Oxidativo. Se tomaron en cuenta los siguientes indicadores de estrés oxidativo:
actividad de CAT, actividad de SOD, concentracion de TBARS y de GSH, los cuales se

encuentran en las Figuras 13, 14y 15y en la Tabla 6 respectivamente.

En CAT, sélo se observo una disminucion inmediata en la actividad de CAT en el grupo
C+RMi. De los grupos alimentados con Spirulina maxima, se encontré que solo el grupo
Sm+RM24 mostré una diferencia significativa con el grupo C, pero no hubo diferencias

entre los grupos Sm.

Respecto a SOD se observo que tanto la Spirulina como la RM inducen una disminucién
en la actividad de la SOD hepatica, mismos que no son aditivos, no se recuperan a las
24h y pueden actuar de manera diferente. Los grupos Sm no fueron afectados por la
RM; sin embargo, se encontré que el grupo C disminuy6 sus valores de SOD al estar

sometidos los sujetos experimentales a la RM.
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CAT en Higado
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Figura 13. Actividad de Catalasa en Higado. La simbologia de los grupos es como lo
indicado en la Figura 5.

SOD en Higado
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Figura 14. Actividad de SOD en Higado. La simbologia de los grupos es como lo
indicado en la Figura 5.
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En TBARS se observo una diferencia entre los grupos control (C y Sm), ya que existen
un menor cumulo de TBARS en Sm. En el grupo C se encontré, de forma inmediata, que
el grupo C+RMi disminuyé significativamente al compararlo con su control (C); no
obstante se observa que a las 24 post-RM se incrementa la concentracion de TBARS
(C+RM24), sin embargo este incremento no es diferente al nivel basal C. Por otro lado,
el grupo Sm no mostro diferencias de forma inmediata (Sm+RMi), pero si incremento a
las 24h post-RM (Sm+RM24); sin embargo, este aumento no fue diferente del observado

en el grupo C+RM24 ni con C.
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Figura 15. Concentracion de TBARS en Higado. La simbologia de los grupos es como
lo indicado en la Figura 5.
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En GSH no se observaron diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 6. Concentracion de GSH en Higado

Grupo GSH
Experimental MMol/mg prot

C 4.77 £0.79
Sm 4.3+1.58
C + RMi 56+1.74
Sm + RMi 5.68 £ 2.68
C + RM24 6.6 £ 0.62
Sm + RM24 7.17 £1.05

La simbologia de los grupos es como lo indicado en la Figura 5.
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DISCUSION Y CONCLUSION

La RM fue util, ya que reproduce uno de los indicadores de estrés fisico (corticosterona)
y nos muestra los cambios fisioldgicos en el sistema antioxidante y la modificacion de los
lipidos en respuesta al estrés fisico. Por otro lado, la Spirulina maxima disminuye estos
cambios en el sistema antioxidante y en el metabolismo de lipidos, fundamentalmente en

plasma.

De igual forma, se considera que la RM es un método recomendable para inducir estrés
ya que es accesible, facil de reproducir, tiene menos variables extrafias y solo requiere
la inversion de las jaulas de RM. Sin embargo, el éxito de la RM depende del grado de
inmovilidad en el que se encuentre la rata, ya que a mayor movilidad menor estrés.
Algunos modelos (Garcia y cols., 2009; Fortunato y cols., 2009) utilizan varios métodos
para inducir estrés, los cuales se van alternando por dia, esto provoca que no exista
gran control sobre los sujetos experimentales ya que intervienen mas variables extrafias.
En el presente experimento, se cuidé que el tamafio de la jaula fuera apropiado al

tamafo de los sujetos experimentales utilizados.

El periodo de 12h de ayuno pudo contribuir a aumentar el estrés en los sujetos
experimentales; no obstante, es un requisito para conocer la concentracion basal de
lipidos en sangre, por lo cual, se considera que debido a que se obtuvieron resultados
comparables a los encontrados en la literatura bajo otros modelos experimentales

(Garcia, 2006) la contribucion del ayuno al grado de estés fue minima, si es que hubo.

Se conoce, que la corticosterona es un indicador confiable de estrés fisico (Garcia,
2006). Se ha observado que la concentracion de corticosterona aumenta en ratas
sometidas a la RM (Sahin & Gumuslu, 2006; Touyarot & Sandi, 2002). Paskitti y cols.
(2000), reportaron que los niveles de corticosterona aumentan desde los 15min post-RM
en un estrés agudo en ratas. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con
los antes mencionados, lo cual indica que bajo las condiciones experimentales

utilizadas, se reproduce el estrés agudo.
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Por otra parte, es conocido que las situaciones de estrés conllevan a un aumento de la
glucosa y de los &cidos grasos libres plasmaéticos, estos ultimos, productos de la
degradacion de los TAG del adipocito. Estos cambios, se acompafian de alteraciones
hemodinamicas, en donde se debe asegurar el aporte sanguineo al cerebro y a la masa
muscular a costa de disminuir la circulacion en visceras y piel (Diaz-Zagoya & Juarez-
Oropeza, 2007). En el presente trabajo, no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de glucosa y &cidos grasos libres plasméticos; sin embargo, se pudo
observar una disminucion en los TAG plasmaticos y hepaticos, asi como un aumento en
los acidos grasos libres hepéticos. Estos cambios fueron atenuados por la
administracion de Spirulina maxima, y concuerdan con otros resultados observados en
diferentes modelos de induccion de estrés por sustancias quimicas como: tetracloruro de
carbono, dieta rica en fructosa y en administracion de acetato de plomo (Torres-Duran y
cols., 2006; Belay & Gershwin, 2007; Ponce-Canchihuaman y cols., 2010). Por otro lado,
los resultados hepaticos concuerdan con otros reportes, donde se indica que la Spirulina
maxima estabiliza el metabolismo de lipidos en el higado bajo diferentes condiciones

experimentales (Ponce-Canchihuaman y cols., 2010; Torres-Duran y cols. 2006).

Ademas, es importante mencionar que la RM induce una disminucion en el contenido de
CT hepético de forma inmediata. Hasta la fecha, este hallazgo no ha sido reportado, por
lo que representa una contribucién hacia los indicadores de estrés agudo y merece
posteriores estudios. Ademas, la Spirulina maxima revirti6 mas eficientemente este

cambio.

Se ha demostrado que el estrés, fisico y psicolégico, se acompafia de estrés oxidativo
(Martinez-Sdmano y cols., 2010). En el presente estudio se observo que la CAT y SOD
disminuyen en higado por la RM, lo que se refleja en una disminucion inmediata y un
mayor cumulo de TBARS a las 24h. Estos cambios fueron atenuados por la Spirulina
maxima. Ademas, la administracion de Spirulina aumenta la actividad de CAT y la
concentracion de GSH en plasma, lo que concuerda con lo reportado por Ranga y cols.
(2010) al administrar Spirulina platensis en una dosis Unica y analizar el curso temporal
de la actividad de CAT y SOD en plasma, en donde se muestra que la Spirulina aumenta

la actividad de CAT, y sugiere que esto se debe a los carotenoides que contiene la
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Spirulina; los resultados de GSH concuerdan con los observados en atletas que

consumen Spirulina (Kalafati, 2010).

Considerando el analisis de los indicadores de estrés oxidativo, en conjunto, se
demuestra que la Spirulina maxima aumenta las defensas antioxidantes. Al mostrar una
atenuacion en los cambios fisiologicos inducidos por el estrés, la Spirulina maxima

podria ser Gtil en algunos padecimientos asociados a situaciones estresantes.

En esta primera etapa, en la cual se evaluaron los cambios fisiologicos inducidos por la
RM y su afectacion por la Spirulina maxima, se encontr6 que ésta atenua dichos
cambios en los indicadores de estrés oxidativo y en el metabolismo de lipidos. Se
considera que seria de gran importancia conocer, en una etapa posterior, si estos
cambios se ven reflejados en algunos indicadores de estrés psicolégico como
inmovilidad, nado y escalamiento (Guadarrama y cols., 2010), asi como si estos cambios
continan en un modelo de estrés cronico, el cual induce depresion, como se ha

reportado en otros estudios.

Dado que el estrés agudo inducido por la RM (2h) provoca cambios observables
inmediatamente y a las 24h post-RM, que se reflejan en los analisis aqui mostrados, es
deseable conocer mas la extension de estos efectos en el tiempo, asi como los cambios

inducidos por la administracion repetida de RM.

Finalmente, las ratas alimentadas con Spirulina maxima tuvieron menos reacciones
fisiol6gicas negativas ante el estrés agudo, en comparacion con las ratas alimentadas

sin Spirulina maxima al 5%.

Es deseable que el psicélogo conozca los cambios fisiolégicos y bioquimicos que
suceden al estar sometido a una situacion estresora, asi como los métodos con los
cuales se pueden medir las variables cuantitativas y cualitativas producto de ésta;
aunque el psicologo estudia la conducta, es importante que maneje ambos métodos
experimentales y sea capaz de interpretarlos. En la actualidad, se sugiere que los
trabajos del Area de la Salud sean realizados de forma multidisciplinaria, por lo que, es

importante que se conozcan los cambios fisiolégicos y bioquimicos que anteceden o
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preceden a un padecimiento. De igual forma, en el ambito institucional, el psicélogo
frecuentemente recibe pacientes referidos por psiquiatras o médicos, por lo cual es
recomendable que éste conozca algunos términos médicos relevantes, asi como el
funcionamiento del cuerpo humano. Dado que la Spirulina maxima es un producto
natural, complemento alimenticio y accesible economicamente, ésta puede ayudar en la
prevencion de enfermedades y servir como complemento al tratamiento al6pata,
indicado por el médico, para mejorar la calidad de vida de la persona.
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