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ABSTRACT

In Kinesiology, the use of electrotherapy is based on the therapeutic effects that
are expected to be achieved in the treatment of different diseases, injuries or
rehabilitation processes. However, the documentation supporting the application
of physical agents such as electrotherapy, is very scarce, rarely updated and
widespread regarding the mechanisms of cellular action, generating a debate
among professionals about the effectiveness or damage that can generate these
agents.

The reactive oxygen species are inducers of important physiological processes
and excess are initiators of numerous disease processes, due to the phenomenon
of oxidative stress. For this reason, in recent years scientists have sought
numerous ways to reduce their formation in biological systems and thus avoid
damage to important biomolecules, responsible for the onset of many diseases.

Although it is known that between the reactive oxygen species are free radicals,
charged particles and molecules with an unpaired electron, it has never tried to
show the effect it could have electrotherapy on the mechanisms that regulate the
formation of reactive species.

The aim of this study is to determine the possible connection between the use of
therapeutic currents and oxidative stress.

As a pioneer in the field study, we sought to determine the effect of electrotherapy
on parameters redox damage and defense (TBARS, carbonyl, TRAP, SOD AND
CAT), healthy male subjects between 20 and 25 years, before and after
application of two electrotherapy protocols.

The results suggest that the application of a electroanalgesia protocol modifies
the balance oxidation-reduction parameters, as well as the implementation of a
protocol of motor electrostimulation, since in both processes showed a decrease
oxidative damage and enzymatic activity of defense.

Keywords: electrotherapy, oxidative stress, reactive oxygen species,
electroanalgesia, motor electrostimulation.
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RESUMEN

En Kinesiologia, el uso de la electroterapia se basa en los efectos terapéuticos
que se desean lograr en el tratamiento de diferentes patologias, injurias o
procesos de rehabilitacion. Sin embargo, la documentacién que respalda la
aplicacion de agentes fisicos, como electroterapia, es muy escasa, poco
actualizada y generalizada con respecto a los mecanismos de accion celular,
generando un debate entre los profesionales sobre la efectividad o el dafio que
pueden generar estos agentes.

Las especies reactivas de oxigeno son inductoras de importantes procesos
fisiologicos y en exceso son iniciadoras de numerosos procesos patologicos,
debido al fenédmeno de estrés oxidativo. Por esta razon, en los ultimos afos se
han buscado numerosas maneras para disminuir su formacién en sistemas
biologicos y de esta forma evitar el dafio de biomoléculas importantes,
responsables del inicio de numerosas patologias.

Aun cuando se sabe que entre las especies reactivas de oxigeno se encuentran
los radicales libres, moléculas cargadas y con un electrén desapareado, nunca
se ha intentado evidenciar el efecto que podria tener la electroterapia sobre los
mecanismos que regulan la formacion de especies reactivas.

El objetivo de este estudio busca determinar la posible conexién entre el uso de
corrientes terapéuticas y estrés oxidativo.

Como estudio pionero en el area, se buscé conocer el efecto de la electroterapia
sobre parametros oxido-reduccion de dafio y defensa (TBARS, carbonilo, TRAP,
SOD Y CAT), sujetos varones sanos entre 20 y 25 afios, antes y después de la
aplicacion de dos protocolos de electroterapia.

Los resultados sugieren que la aplicacion de un protocolo de electroanalgesia
modifica los parametros del balance 6xido-reduccion, al igual que la aplicaciéon
de un protocolo de electroestimulacion motriz, ya que en ambos procesos se
evidenciéo una disminucién del dafio oxidativo y de actividad enzimatica de
defensa.

Palabras claves: Electroterapia, estrés oxidativo, especies reactivas de oxigeno,
electroanalgesia, electroestimulacion motriz.
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1. INTRODUCCION

En el ejercicio de la Kinesiologia el profesional de salud busca el bienestar de
sus pacientes, por lo cual utiliza tanto medios propios como agentes fisicos para
conseguir sus objetivos. Estos son una variedad de agentes fisioterapéuticos
entre los que destaca el uso de corrientes eléctricas en dosis terapéuticas,

electroterapia.

La electroterapia (ET) es la aplicacion de una serie de estimulos fisicos mediante
corrientes eléctricas (CE) a un organismo con fines de provocar una respuesta
fisiol6égica de acuerdo a los objetivos terapéuticos. Este tipo de aplicacion se ha
utilizado en la medicina y rehabilitacion durante siglos (World Confederation for

Physical Therapy, 2015).

La historia de la ET se remonta a la aplicacion de las descargas del pez torpedo
en la época greco-romana. Muchos investigadores han estudiado la electricidad
con fines curativos, entre ellos pueden destacarse William Gilbert, quien en el
siglo XVI, publica por vez primera un libro donde trata los fenbmenos eléctricos y
magnéticos estableciendo sus diferencias. Otto Von Guericke (siglo XVII) quien
construyo la primera maquina de electricidad artificial. Asimismo, Luigi Galvani

en 1876 realiz6 una serie de investigaciones sobre los efectos de la corriente

1



continua sobre el organismo, ésta corriente se denominé ‘galvanica’ en su honor.
Finalmente, D Arsonval realizé estudios sobre la excitabilidad y sobre las
interrupciones de la corriente continua en un segundo, creando el sentido de los
Hertzios; mas tarde, durante el siglo XX, otros cientificos aportaron en el estudio
de las corrientes terapéuticas, permitiendo describir y denominar diversas
modalidades de ET usadas en la actualidad (Stillings, 1983; Helmstadter, 2003).
Sin embargo, no hay evidencia actualizada sobre los efectos que pueden

provocar las corrientes descritas antiguamente (Bouter, 2000).

Por otra parte, durante los ultimos 20 afios, las especies reactivas de oxigeno
(ERO) han sido estudiadas como mediadores del metabolismo y comunicacion
celular jugando un rol fundamental en la evolucion de la vida; debido a esto se
ha estudiado de manera continua los mecanismos de dafio potencial que posee
la acumulaciéon de ERO, puesto que se les atribuye la capacidad de alterar
estructural o funcionalmente cualquier érgano, sistema o grupo celular
especializado, es por esto que se han empezado a asociar con la fisiopatologia
de un numero creciente de enfermedades como diabetes, ateroesclerosis,
hipertension arterial, parkinson, alzheimer, cancer, distrés respiratorio en el
adulto, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, miocardiopatias, demencia
senil, entre otras (Thomas y Kalyanaraman, 1998; Shafer y Buettner, 2001,

Venereo, 2002; Lin y Beal, 2006; Pramod, Singh y Singh, 2013).



Existen diversos factores que pueden alterar los estados de balance oxidativo,
entre ellos habitos de vida, tales como: horas de suefio, dieta, enfermedades
concomitantes, actividad fisica, entre otros (Haliwell y Gutteridge, 1989; Kahleova
et al., 2011; Kim, Cho y Park, 2012; Mathangi, Shyamala y Subhashini, 2012).
Las CE y campos magnéticos, son otros de los elementos que pueden alterar los
pardmetros normales de estrés celular, por lo cual, han estado en constante
estudio para cuantificar los efectos que provocan a este nivel (Lee et al., 2010;

Maaroufi et al., 2011; Kondo et al., 2012).

Segun el estado de arte, las corrientes eléctricas en la terapia fisica son utilizadas
frecuentemente como coadyuvantes en la rehabilitacién, pese a esto, usualmente
son poco entendidas e incluso mal utilizadas, siendo tema de debate continuo
entre los profesionales del area de salud, sin embargo, existe escasa evidencia
sobre la aplicacion de este tipo de terapias (Watson, 2000). Si bien, se conocen
los mecanismos de accion que desencadenan las CE, éstos se encuentran
basados en propuestas antiguas que no consideran importantes mediadores que
interactian en la respuesta fisiologica, algunos de estos mediadores
fundamentales son los antioxidantes y radicales libres. Por lo tanto, es
imprescindible tomar conocimientos de la relacion entre las CE y balance 6xido-
reduccion (REDOX) como inductores de cambios fisioldgicos para generar un

efecto terapéutico deseado.



En respuesta a esta falta de evidencia, se hace interesante investigar cuales son
los efectos de la electroterapia sobre parametros REDOX; buscando a futuro
intervenir eficientemente en la modulacion del dolor, contraccion muscular,
reparacion de tejidos, y lograr una terapia mas eficaz en la rehabilitacion del
paciente. Debido a esto, a través de este estudio se buscé determinar los efectos
de la aplicaciéon de dos protocolos de electroterapia, sobre los parametros
REDOX sistémicos en sujetos sanos. Esta investigacion se llevé a cabo bajo la
aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Valparaiso (Anexo 1) en las dependencias de la Escuela de Kinesiologia,

Universidad de Valparaiso durante el segundo semestre del afio 2015.



2. MARCO TEORICO

2.1 Electroterapia

La electroterapia esta basada en la interaccion de las propiedades fisicas de las
CE y caracteristicas bioeléctricas de la célula, provocando una respuesta
fisiolégica. En la clinica, la respuesta fisiolégica cumple un efecto terapéutico

deseado (Watson, 2000; Cameron, 2009).

La ET puede ser entendida esquematicamente desde dos puntos, la teoria y la
clinica. Desde la teoria la ET se basa inicialmente en la entrega de energia a
través de un dispositivo, el cual tiene la capacidad de generar cambios
fisiol6gicos, siendo esto punto clave en la intervencion para generar los efectos
terapéuticos deseados. Mientras que, desde la clinica, el punto inicial se basa en
los efectos terapéuticos que se desean lograr en el paciente, para lo cual es
necesario saber los cambios fisioldégicos que pueden favorecer la produccion de
estos efectos, asi mismo se debe conocer la energia, dosis necesaria Yy
tratamiento especifico para desencadenar la respuesta terapéutica acorde para
las necesidades del paciente (Fig. 1). Segun lo necesario, el tratamiento
entregado es so6lo una herramienta para estimular el cambio fisiol6gico y, por
tanto, la ET no difiere de la terapia manual o cualquier otra intervencién, excepto

gue utiliza un dispositivo como iniciador del cambio fisiol6gico (Watson, 2013).



Teoria

Entrega Efectos Efe n::_t-:us
energética Fisioldgicos Terapeuticos

Paciente

|Tratarnientc- entregadﬂl
|Ers|5 calculada I

Figura 1. Electroterapia, teoria y clinica (traducida al espafiol desde Watson,
2013).

Por lo tanto, la electroterapia es una herramienta que, al ser aplicada en el
momento adecuado, en la dosis correcta y por la razon correcta, tiene la
capacidad de ser beneficiosa. Asi mismo, aplicada de una forma inapropiada,
puede lograr un efecto cero, o de hecho, provocar dafio (Litovitz et al., 1990,

Goldman y Pollack, 1996).



2.1.1 Bases Fisicas de la Electroterapia
Para aplicar cualquier técnica de ET es fundamental conocer los parametros,

efectos y comportamientos de la energia eléctrica y magnética.

2.1.1.1 Conceptos Fundamentales de la Energia Eléctrica
a) Electricidad

La electricidad tiene su origen en el movimiento de los electrones quienes
conforman parte del a&tomo. El &tomo es la porcion mas pequeiia de la materia,
este esta formado por un nucleo donde se encuentran los protones (carga
positiva) y neutrones (sin carga), ademas de orbitales donde giran los electrones
(carga negativa). Estas cargas eléctricas y su interaccidon dan origen al fenémeno
de la electricidad. Cuando una carga eléctrica se encuentra estética, produce
fuerzas eléctricas sobre las otras cargas aledafias, mientras que cuando esta en
movimiento, produce efectos magnéticos. La electricidad explica la interaccién
entre las cargas, ya que las cargas de igual signo se repelen y las cargas de

signo distinto se atraen (Nuffield, 1971; Seippel, 1977; Harper, 1994).

b) Polaridad
Son dos fuerzas opuestas y de igual magnitud que dividen un elemento en dos
polos, positivo y negativo. El polo positivo (d&nodo) posee menor cantidad de

electrones, mientras que el polo negativo (catodo) posee mayor cantidad de



electrones. Estas fuerzas opuestas permiten el movimiento de electrones de

catodo a anodo (Fowler, 1992).

c) Diferencia de Potencial
El potencial eléctrico es el trabajo que un campo electrostatico realiza para
movilizar a los electrones desde una zona con mayor concentracién de cargas a
otra con menor concentracion. Por lo tanto, la diferencia de potencial es la fuerza
impulsora necesaria para que exista movimiento de electrones entre dos puntos,
buscando el equilibrio eléctrico. También es conocida como fuerza electromotriz
o habitualmente como voltaje. Su unidad de medida es el Voltio (V). Se puede

explicar mediante la siguiente ecuacion (Bueche y Hecht, 2000):

Energia (J)

1 i ' | =
(1) Diferencia de potencial (V) Carga (C)

d) Intensidad
Es la cantidad de electrones que pasan por un punto en un segundo, la cual se
representa con ‘I’. Su unidad es el Amperio (A). La intensidad es el parametro

que habitualmente es conocido como ‘corriente eléctrica’ (Purcell, 1988).



e) Resistencia
La resistencia es una caracteristica de la materia y no propia de la electricidad;
es por esto que, se define como la fuerza de oposicion de la materia al
movimiento de los electrones cuando circulan a través de ella (Fig. 2). Su unidad

es el Ohmio (Q) y es representada con (R) (Bueche y Hecht, 2000).

PG
2% 8w, ©
§.0 W@Om
(-) (+)

(> Electrones en movimiento

® Atomos e iones de la materia

Figura 2. Resistencia eléctrica (Cameron et al., 2004).

Por ejemplo, los electrodos utilizados durante la aplicacion de ET de baja y media
frecuencia son una resistencia para el paso de energia al cuerpo, esta depende
del material que los compone, grado de humedad, presion ejercida sobre la piel
y tamafio. La resistencia al paso de los electrones por un electrodo es
inversamente proporcional a su tamafo, es decir, a menor tamafio, mayor
resistencia; a mayor tamafio menor resistencia. A su vez, la resistencia de la

materia viva es variable, dependiendo de su composicion y del tipo de corriente
9



que circule por ella. Si la sustancia que compone la materia es rica en liquidos y
disoluciones salinas, opondra menor resistencia, es decir, serd buena conductora

(Plaja, 2003; Rodriguez, 2004).

f) Ley de Ohm
Establece la relacion que existe entre intensidad, voltaje y resistencia, explicando
qgue la intensidad de la corriente eléctrica es directamente proporcional a la
diferencia de potencial, e inversamente proporcional a la resistencia, lo que se
puede expresar matematicamente en la siguiente ecuacion (Bueche y Hecht,

2000).

Diferencia de Potencial (V)
Resistencia (Q)

(2) Intensidad (A) =

10



g) Potencia
Es la velocidad con la que se realiza un trabajo y, utilizando la energia eléctrica
sera el producto del voltaje por intensidad (ecuacion 3). En este caso se emplea
para medir la velocidad con la que se produce la transformacion de una energia

en otra. Su unidad es el ‘vatio’, expresado con la (W) (Wilson, Buffa y Lou, 2007).

3) Potencia (W)=V x |

h) Trabajo
Es el producto de la potencia por un tiempo determinado (expresado en
segundos). Su unidad es el ‘Julio’ (J) (Nuffield, 1971; Seippel, 1977; Harper,

1994).

i) Efecto electromagnético
Es la propiedad que presenta la energia eléctrica para generar un campo
magnético alrededor del conductor por el que pasa una corriente eléctrica, o
también, de generar una corriente de electrones sobre el conductor que es
sometido un campo electromagnético. Su unidad es el ‘Henrio’ (H) (Rodriguez,

2004).
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j) Impedancia
Es la suma vectorial de las tres formas de resistencia que presenta la materia
(resistencia 6hmica, inductiva y capacitiva), representada con el simbolo ‘Z’

(Cicardo, V., 1987; Santamaria, G. y Castejon, A., 2009).

En electroterapia es necesario conocer el comportamiento de los tejidos
humanos en lo referente a su impedancia ante las distintas formas de ondas y
sus frecuencias, ya que de ello dependeran los mejores o insuficientes resultados
de unas u otras técnicas. Dado que la ET de baja frecuencia normalmente se
aplica con electrodos sobre la piel, cuando hablemos de su impedancia, lo
haremos refiriéndonos a ‘Z’ en ohmios por cada cm? de piel (Cameron et al., 2009;

Santamaria, G. y Castejon, A. 2009).

k) Efecto Joule
Es el efecto producido por la circulacién de energia a través de la materia, la cual
provoca agitacion y roces de las moléculas, transformando la energia cinética en
una nueva, calor. El efecto joule depende de la resistencia que oponga la materia
al paso de la energia (Cicardo, V., 1987; Cameron et al., 2009; Santamaria, G. y

Castejon, A., 2009).
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2.1.1.2 Parametros Eléctricos

a) Ciclo
Es la cadencia completa de una onda, con pausas o sin ellas, desde el momento
gue se inicia hasta que comienza la siguiente (Fig. 3) (Bueche y Hecht, 2000;

Giancolli, D., 2006; Wilson, Buffa 'y Lou, 2007).

| Ciclo

Tiempo

-1

Figura 3. Ciclo completo de una onda (Cromer, 2007).

b) Periodo
Es el tiempo que dura una cadencia o ciclo completo (Fig. 4) (Bueche y Hecht,

2000; Giancaolli, D., 2006; Wilson, Buffa 'y Lou, 2007).
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frecuencia = 1/ periodo

ANWANIE

Periodo

Amplitud
€ -

Altura de onda

Figura 4. Periodo de una onda y su ecuacion (Cromer, 2007).

c)

Frecuencia

Numero de veces que se repite una cadencia en un segundo, es decir, ‘hercios’

(Hz) (Fig. 5) (Bueche y Hecht, 2000; Giancolli, D., 2006; Wilson, Buffa y Lou,

2007).

Onda de alta frecuencia

AR ..

Periodo

Presian

Onda de baja frecuencia

RN N\ N\ N N
| \I.»_’ v v v tiernpo
Periodo

Figura 5. Frecuencia de una onda (Cromer, 2007).

Presion
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d) Longitud de onda

Es el cociente entre la velocidad de propagacion en el vacio de las ondas

electromagnéticas y la frecuencia (Fig. 6) (Bueche y Hecht, 2000; Giancolli, D.,

2006; Wilson, Buffa 'y Lou, 2007).

Longitud de onda

Amplitud
-

Distancia

Alturd de anda

r

IVARVERN

velocidad de propagacion = longitud de onda / penodo

Figura 6. Longitud de una onda y su ecuacién (Cromer, 2007).

15



2.1.2 Bases Bioldgicas de la Electroterapia

La célula esta formada por elementos como membrana plasmatica, membrana
intracelular, citoesqueleto, organelos, proteinas, bombas y conexiones
intracelulares, comandadas y/o cargadas eléctricamente. La constante
interaccion entre estas estructuras busca una homeostasis eléctrica la cual a su

vez define el comportamiento celular (Charman, 1990; Alberts y Bray, 2006).

La busqueda del equilibrio energético es denominada ‘actividad bioeléctrica’. Una
alteracion en éste equilibrio puede modificar el metabolismo, funcion,
comunicacién, e incluso supervivencia celular determinando la respuesta
fisiolégica de diversos tejidos (muscular, nervioso, conectivo, entre otros),
respuesta que puede estar relacionada al efecto terapéutico deseado (Charman,

1990; Watson, 2000).
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2.1.3 Efectos Tisulares de la Corriente Eléctrica
a) Despolarizacion Nerviosa

Las corrientes eléctricas ejercen sus efectos fisiologicos despolarizando la
membrana nerviosa y, por tanto, generando potenciales de acciéon (PA). Un
nervio en su estado de reposo se encuentra 'polarizado’. Cuando un PA se
transmite a lo largo de un nervio, la membrana se despolariza momentaneamente
antes de volver a su estado normal (re-polarizacién). Esencialmente, el uso de
una corriente o pulso eléctrico es un medio para iniciar un PA en un nervio, ya

sea sensitivo o motor (Plaja, 2003; Watson 2013).

b) Potencial de Accion
Es una onda de descarga eléctrica que viaja a lo largo de la membrana celular
modificando su distribucion de carga eléctrica; conocido comunmente como
‘impulso eléctrico’. Los PA se utilizan como medio de comunicacion llevando
informacion entre unos tejidos y otros, siendo esenciales para la vida. Cuando un
nervio esta en reposo, sin estimulacion fisiolégica o eléctrica, el interior posee
mas cargas negativas que el exterior (-60 a -90 mV), esto se conoce como
‘potencial de membrana de reposo’ (Kandel, Schwartz y Jessell, 2001; Plaja,

2003; Cameron et al., 2009).
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El potencial de membrana de reposo se mantiene porque la mayor parte de los
iones de sodio (Na*) estan fuera de la célula y la mayoria de los iones de potasio
(K*) estan dentro. Cuando se aplica un estimulo suficiente, los canales de Na*en
la membrana celular se abren rapidamente, mientras que los canales de K* se
abren lentamente. Debido a la elevada concentracion extracelular de Na*, los
iones de sodio entran a la célula a través de los canales abiertos; esto hace que
el interior de la célula se cargue mas positivamente, revirtiendo el potencial de
membrana. Cuando el potencial de membrana alcanza +30 mV, la permeabilidad
al Na* se reduce y los canales de K* se abren rapidamente, aumentando la
permeabilidad al K*. Como hay una elevada concentracién intracelular de K*, los
iones ahora salen de la célula, devolviendo la polaridad de la membrana a su

situacion de reposo (Kandel, Schwartz y Jessell, 2001; Ward, 2006).

Mientras el nervio esta despolarizado, se encuentra excitable, ya que cualquier
estimulo que se aplique sin importar su intensidad, no podra generar PA
adicionales; este periodo de tiempo es conocido ‘periodo refractario absoluto’.
Tras la despolarizacion, antes de recuperar el estado de reposo, existe un breve
periodo de tiempo de hiperpolarizacion. Durante este periodo, se requiere de un
estimulo mas potente que el habitual para producir otro PA. Este periodo de
hiperpolarizacion se conoce como ‘periodo refractario relativo’ (Fig. 7) (Plaja,

2003; Cameron et al., 2009).
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Figura 7. Potencial de accion (Rhoades y Bell, 2009).

c) Relacion intensidad - duracion
La excitacion nerviosa depende de la intensidad de la CE y duracién del pulso
gue recibe. En el cuerpo humano la corriente tiene que atravesar varias capas
de tejidos con diferentes resistencias, una vez alcanzado el nervio, compuesto
por fibras de distinto umbral, la estimulacion de la fibra nerviosa dependera de
dos factores principales: el umbral de excitacién y la ubicacién topografica del
nervio. El umbral de excitacion depende del diametro de la fibray de la presencia
o no de mielina; las fibras mielinicas y de mayor diametro son las primeras en
responder (fibras aferentes A-B y eferentes motoras A-a), mientras que las fibras
amielinicas y mas finas responden después (fibras A-0 y C). Por otra parte, la

duracion del pulso también influye en la despolarizacion del nervio; cuando la CE
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posee pulsos cortos se despolarizan nervios sensitivos A-B, mientras que pulsos
mas largos despolarizan nervios motores A-a, incluso se necesitan pulsos mas
duraderos para despolarizar nervios del dolor, ya que primero responden las
fibras A-0 y luego las fibras C. Esta interaccion es la base para la especificidad

del efecto de la estimulacién eléctrica (Fig. 8) (Plaja, 2003; Cameron et al., 2009).

Finalmente, cuando la intensidad y duracién del pulso de la corriente caen bajo
el umbral de activacion de un nervio en particular, se considera que la
estimulacién es subumbral y no se producira ninguna respuesta a la estimulacion

(Low y Reed 2000).
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Figura 8. Curva intensidad - duracion del estimulo (traducida al espafiol desde Agne,
2011). 20



2.1.4 Modalidades de Electroterapia

Existen diferentes tipos de ET segun las caracteristicas de la CE a utilizar. En
base a estas caracteristicas se pueden clasificar segun los efectos sobre el
organismo, modos de aplicacion, frecuencias y formas de onda. La fisica agrupa
las CE de acuerdo a su polaridad y frecuencias, entre otras. Segun polaridad
existen corrientes continuas y alternas, mientras que segun frecuencias de las
corrientes se clasifican en base a la relacion frecuencia/longitud de onda, debido
gue son inversamente proporcionales, es decir, cuando la cantidad de frecuencia
aumenta, la longitud de onda decrece. Conforme a esta relacién se agrupan en
corrientes de baja frecuencia: 0 a 1.000 Hz, media frecuencia: 1.000 a 500.000
Hz y alta frecuencia: mayor a 500.000 Hz (Linares, Escalante y Touche, 2004;

Watson 2013).

A pesar de los distintos tipos de clasificaciones, la mayoria de las corrientes de
ET posee un modo de accién comun sobre el tejido nervioso (y, en algunas
circunstancias, sobre tejido muscular). En fisioterapia las modalidades
comunmente empleadas de la estimulacion eléctrica abarcan estimulacion
nerviosa eléctrica transcutanea (TENS), corrientes interferenciales (IF), diversas
formas de estimulacion muscular, por ejemplo, electroestimulacion
neuromuscular (EENM), estimulacion eléctrica funcional (FES), entre otras

(Rodriguez, 2004; Cameron et al., 2009; Watson, 2013).
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Segun la APTA (American Physical Therapy Association) los beneficios que se
obtienen de las diversas modalidades de electroterapia son: manejo del dolor,
mejora la eficiencia muscular, retarda atrofia muscular, promueve relajacién de
tejidos, aumenta el flujo sanguineo y linfatico, favorece la absorcién de edemas,
impulsa la sintesis de proteinas y estimula la entrega de farmacos transcutaneos

e induce la reparacion de tejidos, entre otros (Alon et al., 2005).

2.1.5 Corrientes Interferenciales

La corriente IF es la forma de onda producida por la interferencia de dos
corrientes alternas (CA) sinusoidales de frecuencia media (1.000 a 10.000 Hz) de
frecuencias ligeramente distintas, denominadas ‘portadora’. Una gran ventaja de
éste tipo de corriente es que puede ser modulada en ondas de baja frecuencia
sin perder la ventaja de mayor tolerancia del paciente hacia la corriente. Estas
corrientes se pueden modular antes de salir de la maquina, ‘corriente pre-
modulada’, y a su vez puede ser modulada en el cuerpo del paciente por
interferencia, ‘corriente modulada’. Las dos formas de corriente se generan entre
uno o dos pares de electrodos, los cuales se ubican sobre la piel, de modo que
las dos CA se crucen; al cruzarse las corrientes interfieren produciendo una
mayor amplitud cuando las dos CA estan en la misma fase y una menor amplitud
cuando las dos corrientes estan en fases opuestas. Esto produce una ‘corriente
resultante’ de baja frecuencia. La resultante es igual a la diferencia de las

frecuencias de las dos CA originales (Fig. 9). Por ejemplo, cuando una corriente
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de frecuencia portadora es de 4.000 Hz interfiere con una corriente de una
frecuencia de 4.250 Hz, se produciran en el tejido una resultante de 250 Hz

(Ozcan, Ward y Robertson, 2004).

AAAAA &
DAVAYAA

F,= 4000 Hz

Zona de

interferencia
II

F,=4000 Hz + 250 Hz

Figura 9. Corriente interferencial, I: corriente alterna uno, II: corriente alterna dos
(CENETEC-SALUD, 2005)

Terapéuticamente, el objetivo de aplicar una corriente IF es lograr una mayor
entrega energética con la menor incomodidad del paciente. La sensacién de
agrado de los pacientes esta relacionada directamente con la frecuencia de la
corriente percibida en los tejidos a nivel superficial (piel), disminucién de la
impedancia y efecto joule, ademas de la polaridad de las corrientes (Watson,

2002).
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La evidencia sugiere que cuanto mayor sea la frecuencia de la portadora, menos
incomodidad sera experimentada por el paciente, debido a que las corrientes de
mediana frecuencia pasan mas facilmente a través de la piel; esto es a
consecuencia de la impedancia de la piel y los tejidos, que es inversamente
proporcional a la frecuencia de la estimulacion. Por otra parte, el aumento de la
entrega energética gracias a la disminucion de la impedancia que la piel y otros
tejidos presentan a estas frecuencias, lleva implicitamente a una transformacion
de energia eléctrica en térmica por el efecto joule, energia caldrica que puede
desencadenar ligeramente fendbmenos fisioldgicos y un aumento metabdlico. El
efecto joule provocado por las corrientes IF a nivel superficial es despreciable en
relacion a los efectos causados por corrientes de baja frecuencia. Asimismo, las
corrientes IF al ser corrientes alternas no tienen efectos polares, por lo tanto, no
producen irritacion cutanea disminuyendo el riesgo de lesibn quimica y
generando apenas sensacion para el paciente (Plaja, 2003; Rodriguez, 2003;

Cameron et al., 2009).

Conforma a las caracteristicas de las corrientes IF, el alcance terapéutico a nivel
fisiol6égico permite lograr el alivio del dolor, estimulacion muscular, aumento del
flujo sanguineo local, reduccion del edema, aumento del metabolismo,

estimulacién de la reparaciéon (Goats, 1990; Johnson, 1999; Watson, 2000).
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Finalmente, en relacion al tiempo de tratamiento efectivo, éste puede variar entre
10 y 30 minutos, debido a que a estos tiempos logramos evitar que las fibras

nerviosas se acomoden (Plaja, 2003; Watson, 2013).

2.1.5.1 Electroanalgesia (EA)

Las corrientes IF analgésicas utilizan una corriente portadora de 4 KHz y
frecuencias resultantes entre 90 — 130 Hz; con el fin de estimular los mecanismos
de ‘inhibicion descendente’ (opioides) y ‘gate control’ para aliviar el dolor

(Rodriguez, 2004; Watson, 2013).

a) Inhibicién descendente
El mecanismo de inhibicion descendente o sistema analgésico enddgeno esta
conformado por una serie de circuitos inhibitorios descendentes que intervienen
en la modulacion del dolor a nivel del asta posterior de la médula, bulbo raquideo
y mesencéfalo. Este sistema puede ser activado por diferentes estimulos (estrés,
dolor, estimulacion eléctrica o administracion de opiaceos). El sistema
descendente tiene tres componentes mayores, interrelacionados funcionalmente:
el sistema opioide, el sistema noradrenérgico y el sistema serotoninérgico

(Serrano-Atero et al., 2002; Mufioz, 2010).

Los opioides enddgenos y exdgenos actuan en los terminales pre-sinapticos de

los nociceptores aferentes primarios via receptor opioide a través de un blogueo
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indirecto de los canales de calcio y apertura de los canales de potasio. La
inhibicion de la entrada de calcio en los terminales pre-sinapticos y la salida de
potasio resulta en hiperpolarizacion con inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores del dolor (GABA), por lo tanto en analgesia. La activacion del
sistema neural descendente cortical involucra la liberacion de neurotransmisores:
beta endorfinas, encefalinas, dinorfinas. Estos péptidos alivian el dolor incluso en
situaciones de estrés (Atance y Ruiz, 2000; Romera et al., 2000; Zegarra, 2007;

Foster et al., 2015).

Segun esta teoria, los niveles de endorfinas que tiene cada persona son
diferentes, y los distintos estimulos pueden generar mayor o menor nivel de
generacion de estas sustancias, explicando las diferencias en la percepcion o el
umbral del dolor de las diferentes personas, y de una misma persona en distintas

situaciones (Sanchez, 2003).

b) Gate control
La teoria del Gate Control fue propuesta por Melzack y Wall, en 1965, también
conocida como ‘teoria de la compuerta’. Esta teoria propone que el dolor viaja
por fibras aferentes nociceptoras A-delta y C, para luego hacer sinapsis con las
células T de la médula (materia gris del asta dorsal), siendo este punto la entrada
para la integracién del dolor, ‘compuerta’. Cuando la compuerta esta total o

parcialmente cerrada, se inhiben los impulsos dolorosos evitando que lleguen a
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niveles cerebrales superiores, corteza somatosensorial; esto se logra a través de
la estimulacion de las fibras aferentes no nociceptoras A-beta, mediante
estimulacién eléctrica, vibracion, presion y traccion. Si la compuerta esta abierta,
la sensacion dolorosa se presentara, puesto que se logra la integracion del
estimulo doloroso (Melzack y Wall, 1967; Sanchez, 2003; Cameron et al., 2009;

Acevedo, 2013; Kirkpatrick et al., 2015).

Finalmente, las corrientes IF analgésicas deben provocar en el paciente
sensacion de cosquilleo agradable caracteristico de las fibras A-B, capaces de
modular el dolor en un nivel medular, pero no la molestia de la estimulacién de

las fibras nociceptivas A-0 (Plaja, 2003)

2.1.5.2 Electroestimulacién Motriz (EM)

Las corrientes IF de estimulacién muscular utilizan una corriente portadora de 2,5
KHz y frecuencias resultantes entre 1 — 50 Hz. Su principal indicacion es la
recuperacion de atrofias o de desequilibrios musculares secundarios a la
inmovilizacién o limitacién de la actividad. Este tipo de corrientes estimulan las
fibras eferentes del nervio motor perteneciente al paquete vasculo-nervioso del
musculo y no las fibras musculares propiamente tal, ya que las fibras musculares
tienen un umbral mucho mas alto que las fibras nerviosas. Sin embargo, la

excepcion es el musculo denervado, en el que con el nervio degenerado se
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estimula directamente al musculo (Plaja, 2003; Linares, Escalante y La Touche,

2004; Doucet, Lam y Griffin, 2012).

La EM induce potenciales de accion a lo largo de los nervios motores estimulando
la liberacion de acetilcolina (ACo) lo cual provoca la despolarizacion de la placa
motora desencadenando la contraccién de las fibras musculares (Ozawa, 2011;

Arriola, 2014).

La contraccién muscular producida por un PA inducido eléctricamente es similar
a la producida fisiolégicamente; sin embargo, existen diferencias en el orden de
reclutamiento de las unidades motoras, ya que con la estimulacion eléctrica, las
fibras rapidas tipo Il (mayor diametro axonal) son las primeras que se activan,
mientras que las fibras lentas tipo | (menor didmetro axonal) se reclutan mas
tarde. Por el contrario, en la contraccion fisiologica las fibras tipo | que las fibras

musculares tipo Il (Hennings, Kamavuako y Farina, 2007; Sheffler y Chae, 2007).
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2.2 Estado REDOX

En bioquimica se considera oxidacién a todo proceso en el que ocurre pérdida
de electrones, captacion de oxigeno o0 wuna cesion de hidrégeno
(deshidrogenacion) y reduccion al proceso en el cual se captan electrones o se
pierden oxigenos. Todo proceso de oxidacidon va siempre acompafiado de otro
de reduccion. Estas reacciones de oOxido-reduccion (REDOX) son
fundamentales, puesto que los seres vivos obtienen la mayor parte de su energia

libre a partir de ellas (Venereo, 2002; Lin y Beal, 2006).

Sin embargo, estas reacciones, esenciales para la vida, pueden ser también
fuente de enfermedad a través de una produccién incontrolada de radicales libres
de oxigeno (RLO) que dafan las macromoléculas como lipidos, proteinas,
hidratos de carbono y &cidos nucleicos, por lo tanto, alteran los procesos
celulares como funcionalidad de las membranas, produccién de enzimas,

respiracion celular, induccion génica, etc. (Elejalde, 2001).

2.2.1 Estrés Oxidativo y Radicales Libres

El estrés oxidativo (EO) se define como una serie de alteraciones que se
producen debido a un desequilibro entre la produccion de radicales libres (RL), 0
agentes pro-oxidantes, y los mecanismos de accion antioxidante (AO) que posee
un organismo (sistema de defensa enzimético y no enzimatico, y mecanismos de

reparacion o eliminacién de moléculas). A consecuencia de este desequilibrio se

29



produce el dafio de los componentes celulares y tisulares, lo cual propicia la

aparicién de procesos patologicos (Storey, 1996; Valavanidis et al., 2006).

Los RL son moléculas que tienen un electron desapareado en el Gltimo orbital, lo
gue hace que sean altamente inestables, muy reactivos y de vida media muy
corta. Se producen a través de diferentes mecanismos biologicos, como en la
cadena respiratoria mitocondrial, cadena transportadora de electrones a nivel
microsomal y cloroplastos, y en las reacciones de oxidacion. El dafio celular
provocado por los RL tiene origen en la interaccion de éstos con las principales
biomoléculas del organismo, las cuales corresponden a los carbohidratos,
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos (Rodriguez,

Menéndez y Truijillo, 2001; Venereo, 2002).

Ademas de los RL, existen otras moléculas no radicalarias que son productos
intermedios de la reduccion del oxigeno y que participan en reacciones en donde
se producen niveles de agentes pro-oxidantes. A este conjunto se denomina
‘especies reactivas de oxigeno’ (ERO) (Naqui, Chance y Cadenas, 1996; Huerta

et al., 2005).
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2.2.2 Especies Reactivas de Oxigeno

Las ERO son generadas a partir de la reduccion del oxigeno triplete o dioxigeno
(Fig. 10) y reaccionan con moléculas biolégicas para contribuir en procesos
relacionados con la sefalizacion celular o en la generacion de patologias bajo

condiciones metabdlicas anormales (Apel y Hirt, 2004; Zelickson et al., 2013).

Oxigeno triplete ~ Amionradical  Ion peroxido I6n oxano Ion oxido
superoxido
e .- e 2- @ 3- . e 2
0, = 0 = o} =*— ¢} o ——o0
J |H’ |2H’ 2H \H’ 'ZH‘
0, HO, H,0, HO  OH’ H,0
Oxigeno singlete  Radical  Peroxido de hidrogeno Agua Radicalhidrosilo  Agua
perhudroxil - =

Figura 10. Especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas a partir de la

reduccion del oxigeno triplete (Apel y Hirt, 2004).

Dentro de las principales ERO se encuentra el oxigeno singlete, el anién radical

superoéxido, el peroxido de hidroégeno y el radical hidroxilo (Zelickson et al., 2013).

El oxigeno singlete (*O2) es una molécula no radicalaria, ya que no tiene un

electron desapareado, pero es una forma del oxigeno altamente reactiva. Esta
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molécula tiene una vida media de alrededor de 3,7 ps en medio acuoso

(Gutteridge, 1994; Lesser, 2006).

El anion radical superoxido (O2*) es una especie radicalaria que tiene
propiedades oxidativas y reductoras dentro de los sistemas biologicos, segun el
tipo de solucién en el cual se encuentre. Al encontrarse en solucién acuosa, el
O2° actia como un agente oxidante. No obstante, este radical se comporta como
un agente reductor, pudiendo reducir complejos férricos como el citocromo C.
Este radical es estable en el interior de las membranas bioldgicas (tilacoides y
mitocondrias). Por otra parte, el O2°* participa en la formacion de peroxido de
hidrégeno (H202) a través de la reaccion de dismutacion (ecuacion 4). La enzima
superéxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién del O2*, llegando a tener
éste Ultimo una vida media de alrededor de 50 us (Lesser, 2006; Gutteridge,

2010).

(4) SOD
2 Oy + 2H —» H,072 + O3

El peroxido de hidrogeno (H202), no es un radical libre, es una molécula que es

biosintetizada en diversas vias metabdlicas oxidativas (incluyendo la reaccién de
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la dismutacion del O2*) y posee una estructura covalente sin carga. Es
relativamente estable en ausencia de iones de metales de transicion y es capaz
de difundir rapidamente a través de las membranas celulares, pudiendo causar
un dafo directo sobre componentes celulares (Gutteridge, 1994; Lesser, 2006).
Asimismo, es considerada por participar en vias metabodlicas en condiciones
normales al actuar como un segundo mensajero (Bienert, Schjoerring y Jahn,

2006).

El H202 también puede comportarse como una especie pro-oxidante generando
un RL altamente reactivo, el radical hidroxilo (HO®), el cual es producido en
presencia de iones de metales de transicion a través de la reaccion de Fenton

(ecuacion 5) y Haber-Weiss (ecuacion 6) (Kehrer, 2000).

(5)  Fe?*+ Hy0, > Fe3 + OH + HO®

(6) Oz + H20, » Oy + OH+ HO*

El radical hidroxilo (HO®) es la especie de oxigeno mas reactiva, teniendo una
vida media de 107 segundos y llegando a causar gran dafio oxidativo al

reaccionar con biomoléculas. En los sistemas biolégicos, este radical puede
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activar cadenas de reacciones provocando dafio en membranas lipidicas,
proteinas y acidos nucleicos, producto del proceso oxidativo. La producciéon de
HO* esta regulada por la disponibilidad de i6n ferroso (Fe?*), el cual participa en
la reaccion de Fenton, y por el O2*, como agente reductor en la reaccion de

Haber-Weiss (Gutteridge, 1994).

Existen otras especies quimicas llamadas especies reactivas de nitrégeno (ERN),
al igual que las ERO, participan en procesos biolégicos de sefalizacion celular y
en la generacion de patologias; las ERN derivan del éxido nitrico (NO®). Este es
producido por la enzima éxido nitrico sintasa (NOS), y en conjunto con el O2° es
capaz de generar el anidén peroxinitrito (ONOO"), el cual es un potente agente
oxidante (ecuacion 7). El ONOO- puede reaccionar con diéxido de carbono (CO2)
para formar nitrosoperoxicarbonato (ONO2COz2’), que al someterse a una fision
homolitica produce el radical diéxido de nitrdgeno (NO2°*) y el radical carbonato
(COs*) (ecuacion 8), cuya reactividad puede causar dafio en las moléculas
biologicas (Radi et al., 2001; Zelickson et al., 2013). Ademas, el ONOO" puede
ser protonado para formar acido peroxinitroso (ONOOH), el cual se descompone

por homolisis para producir NO2* y HO® (ecuacion 9) (Radi et al., 2001).
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(7) NO*+ O2* » ONOO-

(8) ONOO+ CO2 —» [ONO2CO2}—>» NO2* + CO3*

®)  ONOOH » NO2* + HO®

Las ERO y ERN interactian con los lipidos que componen las membranas
celulares a través de la lipoperoxidacion (Fig. 11), afectando directamente en la
pérdida de la integridad de la membrana, lo que altera ciertas funciones
relacionadas con la sefalizacion y la permeabilidad, provocando incluso la
muerte celular (Girotti, 1998; Grune, Catalgol y Jung, 2013). En este proceso, los
acidos grasos poliinsaturados son oxidados por especies reactivas formando
radicales peroxilo (LOO®). Estos Ultimos son reducidos para formar
hidroperoxidos lipidicos (LOOH), los cuales pierden su estabilidad relativa al
reaccionar con metales i6nicos, generando radicales alcoxilo (LO®). Los
hidroperoxidos lipidicos se comportan como intermediarios para producir
epoxidos, compuestos carbonilos tales como el hexanal y 4-hidroxi-2-nonenal,
cetonas, isoprostanos y aldehidos, como el malondialdehido (MDA). Muchos de
estos productos pueden reaccionar con proteinas y formar aductos de ADN,

teniendo un efecto toxico y mutagénico (Marnett, 1999).
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2.2.3 Efectos de las Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrogeno

La oxidacion de proteinas es una de las consecuencias importantes del EO, ya
gue el dafio generado puede provocar la pérdida de la funcionalidad catalitica de
proteinas especificas e inducir a la pérdida de una funcion bioquimica particular
(Sohal, 2002). La acumulacion de proteinas oxidadas depende de la tasa de
produccion de especies reactivas, de los sistemas de defensa AO y de los

sistemas de degradacion proteica presentes en un sistema bioldgico.

Ademas de las ERO y ERN, existen otros compuestos producto de reacciones
secundarias generadas por EO que pueden oxidar proteinas, tales como
carbohidratos y lipidos modificados por dafio oxidativo, en donde se incluyen

productos de la lipoperoxidacion (Grune, Catalgo y Jung, 2013).

Dentro de las modificaciones proteicas que son inducidas por las ERO se
encuentran la formacién de carbonilos, la pérdida de grupos sulfhidrilo, la
formacion de entrecruzamientos disulfuro, entrecruzamientos ditirosina,

nitrotirosina, glioxidacion y aductos de la peroxidacion lipidica (Sohal, 2002).

El dafio al ADN corresponde a otra de las consecuencias de importancia debido
al EO, ya que genera una serie de procesos tales como alteraciones en la
replicacion, transcripcion, y alteraciones mutagénicas, producto de la ruptura de

las hebras, fragmentacion de azlcares y supresion de bases nitrogenadas (Imlay
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y Linn, 1988; Cadet et al., 1997; Marnett, 2002; El-Khamisy y Cadelcott, 2006;

Rowe, Degtyareva y Doetsch, 2008).

TR TN ST Adido graso polinsaturado
| ox

eSS AN S Radical peroxilo (LOO®)

H,Wu, Hidroperomdo (LOOH)

Q=0 s

HOO  OOH OOH B—0
Dihidroperoxido Hidroperom epidioxido  Hidroperox bis-epidioxido

|

Productos secundarios de la oxidacion

|
' '

Aldehidos v cetonas Hidrocarbonos
Formaldehido Acetona Pentano
Acetaldehido Iialondialdehido (MDA} Hexano
Acroleina Glioxal Ciclohexano
Propanal Hexanal DHacetil
4-Hifroxi-2-nonenal

Figura 11. Mecanismo de peroxidacion lipidica y formacién de productos
secundarios. Ox: oxidacién, RH: especie reductora, Re: especie oxidante
(modificado de Moon y Shibamoto, 2009). 37



Por otra parte, el malondialdehido (MDA), secundario a reacciones iniciadas por

ERO y ERN puede producir deterioro en el ADN (Marnett, 2002).

2.2.4 Fuentes de Produccién de Especies Reactivas

Las ERO son producidas por fuentes enddgenas y exdgenas. Uno de los
principales sitios de produccién endégena de ERO corresponde a la mitocondria,
durante el proceso de la cadena transportadora de electrones, en donde el anién
radical superoxido es producido en la membrana mitocondrial interna a través de
la enzima NADH deshidrogenasa en el complejo I, y en la interface entre la
ubiquinona y el complejo Ill. Mediante la reaccion de dismutacion, el O2*" que se
genera en este proceso es transformado en H202. La difusién de protones a
través de la membrana interna de la mitocondria disminuye la produccién de ERO

(Brookes, 2005).

Por otra parte, en las fuentes exdégenas de produccion de ERO encontramos
diversos desencadenantes, tales como radiaciones ionizantes y no ionizantes
(radiacién ultravioleta, radiacidén visible, exposicion a contaminantes (O3))
(Spikes, 1989; Gutteridge, 1994). Asimismo se ha descrito que las corrientes
eléctricas y campos magnéticos, pueden alterar los parametros normales de
estrés celular generando perturbaciones en la funcion metabdlica, debido a la

relacion existente con el campo biomagnético. Por lo cual, han estado en
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constante estudio para cuantificar los efectos que provocan (Moussa, 2009; Lee

et al., 2010; Maaroufi et al., 2011; Kondo et al., 2012).

Ademas, existen diversos elementos y condiciones que pueden alterar la
produccion de ERO, entre ellos los habitos de vida, tales como, horas de suefio,
dieta, enfermedades concomitantes, actividad fisica, entre otros (Haliwell y
Gutteridge, 1989; Mathangi, Shyamala y Subhashini, 2012; Kim, Cho y Park,
2012; Kahleova et al., 2011). La hiperoxia esta relacionada de manera
directamente proporcional con la produccibn de ER, ya que mientras la
concentracion de oxigeno aumente a nivel celular, la produccién de ER también.
Igualmente, frente a condiciones de hipoxia la tasa de generacion de ER se ve

disminuida (Chandel et al., 2000, Michiels et al., 2002).

2.2.5 Sistemas de Defensa Antioxidante

Los mecanismos de defensa AO tienen el objetivo de mitigar los efectos nocivos
producidos por las ERO y ERN a través del estrés oxidativo. Estas defensas
pueden actuar previniendo la formacion de agentes oxidantes o bien
neutralizarlos una vez que se han formado (Wolf, Barrer y Dean, 1986; Sies,

1993).
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Los sistemas AO han sido clasificados en enzimaticos, en donde se encuentran
las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa
(GPx), y no enzimaticos, en donde algunos de ellos corresponden al acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (vitamina A), el
glutation (GSH) y compuestos polifendlicos, entre otros (Halliwell y Gutteride,

1984).

La enzima SOD ha sido encontrada en el citosol de células eucariontes, en el
espacio intermembrana de las mitocondrias, en cloroplastos, en el periplasma de
bacterias Gram-negativas y a nivel extracelular en animales superiores. La
funcién de la SOD es catalizar la reaccion de dismutacién del O2* para la
produccion de H202 y Oz (ecuacion 4). La familia de las superoxido dismutasas
se caracteriza por utilizar metales de transicion en sus sitios activos. Todas las
SOD acttan bajo un mecanismo similar en el cual el metal de transicion en el sitio
activo es reducido por una molécula de O2* y luego reoxidado por la siguiente

molécula de Oz°* (Fridovich, 2013).

La enzima CAT se encuentra en los peroxisomas, donde cataliza la conversion
de H202 a agua y oxigeno molecular (ecuacion 10), previniendo la formacién del
radical hidroxilo. La catalasa es altamente efectiva al actuar sobre altas
concentraciones de H20:2 (Di Giulio et al., 1989; Kirkman et al., 1999; Lesser,

2006; Monaghan, Metcalfe y Torres, 2009).
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(10) CAT
2 H202 » 2H20 + 02

Finalmente, dentro de las defensas AO enzimaticas se encuentra la GPx, cuya
funcion es catalizar la conversion de H202 a H20 (ecuacion 11) (Di Giulio et al.,

1989).

(11) GPx

2 GSH + H202 —» GSSG + 2 H20

Q\/ NADPH

Por otra parte, los AO no enziméticos cumplen una funcidon importante en la
defensa contra el dafio producido por estrés oxidativo. En este tipo de defensas
es posible encontrar compuestos que son sintetizados por via enddgena y
compuestos que son incorporados en un organismo, por ejemplo, a través de la
dieta, principalmente frutas y verduras (Monaghan, Metcalfe y Torres, 2009). Los
compuestos antioxidantes no enzimaticos actlan interceptando a las especies

reactivas una vez que se han formado, con el fin de transformarlas en
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compuestos no radicalarios y romper con las reacciones en cadena iniciadas por

las especies reactivas (Sies, 1993).

Este grupo de AO se puede clasificar en: hidrofilicos y lipofilicos. Los AO
hidrofilicos, moléculas reductoras pequefas, son vitamina C, glutation reducido,
acido urico, bilirrubina, albumina, fenoles, entre otros. Mientras que los AO
lipofilicos son vitamina E, carotenoides, ubiguinona, entre otros (Montero, 1996;

Cabrera y Serrano, 2014).

Ademas, en los seres vivos existen otros tipos de defensa que actlan una vez
gue se ha producido el dafio por el efecto nocivo de las especies reactivas, los
cuales tienen que ver con mecanismos complejos de reparacién o de eliminacién
de biomoléculas dafiadas. Dentro de estas defensas se encuentran sistemas de
reparacion del ADN y sistemas de reparacion o destruccién y recambio de

proteinas y lipidos dafiados (Monaghan, Metcalfe y Torres, 2009).
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2.3 Objetivos Terapéuticos y Estado REDOX

2.3.1 Dolor y Estado REDOX

La literatura describe que las especies reactivas de oxigeno se ven implicadas
en el desarrollo y mantenimiento de estados de dolor que resultan producto de
una lesion en el nervio o injuria inflamatoria (Kim et al., 2004). Segun Malan, Mata
y Porreca (2002) uno de los mecanismos conocidos tras el dolor neuropatico es
la desinhibicion de las neuronas del asta dorsal, sobre todo a través de la
alteracion del sistema GABAérgico a nivel medular. Sumados a esto, Yowtak y
cols. (2011) propusieron que el dolor neuropatico puede ser inducido por un
exceso de ERO, las cuales interfirieren disminuyendo el mecanismo inhibitorio de

GABA a nivel sinaptico.

Asimismo, otros estudios proponen que los neurotransmisores GABA son
vulnerables al estrés oxidativo, por ejemplo, la disminucion de la sintesis de
GABA puede estar modulada por el resveatrol, un antioxidante que se encuentra
en el vino, ya que tiene efectos neuroprotectores importantes contra la excito-
toxicidad inducida por los receptores kainato. Ademas se sabe que la liberacion
de GABA pre-sinaptica a nivel cerebral es inhibida por el radical anién superoxido,
confirmando la susceptibilidad de GABA al estrés oxidativo (Virgili y Contestabile,

2000; Yowtak et al., 2011).
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Sin embargo, hay estudios en modelo animal que describen al anion superéxido
como un mediador de dolor, ya que su dismutacion a través del superéxido
dismutasa, permite la reduccion de las sefales de inflamacion e hiperalgesia,
representando una diana terapéutica viable para el desarrollo de nuevos

analgésicos no narcéticos (Wang et al., 2004; Gao et al., 2007).

Por otra parte, se encuentran los receptores ionotropicos de glutamato (NMDA)
gue se activan durante la transmision del dolor en la sensibilizacion central.
Estudios revelan que las ERO juegan un papel fundamental en la fosforilacion del
receptor NMDA, contribuyendo a la mantencién del dolor (Zou, Lin y Willis, 2000;

Gao et al., 2007).

Finalmente, el 6xido nitrico también ha sido estudiado en los mecanismos del
dolor, demostrando que los inhibidores de la 6xido nitrico sintasa, reducen tanto
el exceso de NO como algunos factores relacionados con el dolor inflamatorio o
neuropatico. La dificultad de considerar al NO como un radical libre precursor del
dolor se debe a su multi-funcién a nivel celular (Haley, Dickenson y Schachter,

1992; Meller et al., 1994; Yoon et al., 1998; Tedesco et al., 2002; Kim et al., 2004).
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2.3.2 Contraccidon Muscular y Estado REDOX

Durante la contraccion muscular, el musculo esquelético genera especies
radicalarias como ERO y ERN. Las ERO se generan a bajas velocidades y
concentraciones cuando el musculo estd en reposo, mientras que durante el
ejercicio se encuentran en altas concentraciones. Pese a esto, durante la
contraccion muscular, dichas ERO son esenciales para la produccion de fuerza,
por lo tanto, el agotamiento selectivo de las ERO endbégenas por enzimas
antioxidantes causa una reduccion en la fuerza. Las ERO tiene efectos bifasicos
sobre el musculo, ya que la exposicién a niveles controlados (6ptimos) de ERO
aumenta la fuerza mientras que las concentraciones extremas, muy bajas o altas,

de ERO deprimen la fuerza (Reid, 2001).

La literatura sugiere varias moléculas dianas mediante el cual las ERO podrian
aumentar la fuerza; una de éstas es el aumento de la liberacion de calcio (Ca?*)
por medio de la apertura de sus canales e inhibicion de la ATPasa dependiente
de Ca?*, ambas inducidas por la presencia de ERO. A su vez, el sensor de voltaje
del tibulo-T también se ha sugerido como una diana molecular por el que ERO
puede influir en la liberacién de calcio. En las fibras musculares, una breve
exposicién a H202 hace que aumente la fuerza producto del Ca?* citosélico, por
lo tanto, a bajos niveles de ERO parece aumentar la sensibilidad al Ca?* de los

miofilamentos (Reid y Durham, 2002).
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Al contrario de las ERO, las ERN, especificamente oxido nitrico, deprimen la
fuerza muscular. Sin embargo, las acciones de estas especies reactivas pueden
estar directamente relacionadas. ElI NO tiene propiedades antioxidantes en una
serie de sistemas bioldgicos y podria tener acciones similares en el musculo
esquelético. Por ejemplo, NO enddgeno inhibe la liberacion de ERO derivadas de
musculo, sugiriendo que el NO limita la sintesis o difusién de ERO en el tejido.
Este tipo de acciones "antioxidantes" podrian limitar los efectos de ERO
enddgeno, deprimiendo la fuerza indirectamente (Anderson, 2000; Zhuang et al.,

2001; Fulle et al., 2004).

Dado los antecedentes sobre la electroterapia como un factor coadyuvante de la
rehabilitacion durante procesos patoldgicos; y teniendo en consideracion la
relacion del balance REDOX con patologias, se podria pensar que la ET modifica
los niveles de ERO, por ende, utilizar modalidades de electroanalgesia y
electroestimulacion motriz durante la rehabilitacién favoreciendo la contraccion y

disminuyendo el dolor mediado por ERO.
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de un protocolo de electroanalgesia durante 10 sesiones, modifica
los parametros oxidativos y antioxidantes en sujetos sanos de la Escuela de

Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso.

La aplicacion de un protocolo de electroestimulacion motriz durante 10 sesiones,
modifica los parametros oxidativos y antioxidantes en sujetos sanos de la Escuela

de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Establecer los efectos de la aplicacion de 10 sesiones de dos protocolos de
electroterapia, electroanalgesia y electroestimulacion motriz, sobre los
pardmetros REDOX, en estudiantes sanos de la Escuela de Ingenieria Civil

Industrial, Universidad de Valparaiso.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar los efectos de la aplicacion de 10 sesiones de un protocolo de
electroanalgesia sobre los niveles de dafio oxidativo y actividad de las defensas
antioxidantes enziméticas y no enzimaticas en alumnos sanos de la Escuela de

Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso.

Determinar los efectos de la aplicacion de 10 sesiones de un protocolo de
electroestimulacion motriz sobre los niveles de dafio oxidativo y actividad de las
defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas en alumnos sanos de la

Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso.
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Materiales

5.1.1 Protocolo Electroterapia
a) Equipos
Equipo de electroterapia. Marca ENRAF, modelo SONOPULS 492

Equipo de electroterapia. Marca ENRAF, modelo ENDOMED 482

b) Implementos
3 Camillas
3 Escabeles
3 Cojines rectangulares pequefios

12 Pares de electrodos

5.1.2 Determinacion de Parametros REDOX
a) Instrumentos de Medicion
Espectrofotometro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601

Software estadistico STATISTICA versiéon 7. Aho 2002.
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b) Equipos
Balanza analitica. Marca RADWAG, modelo AS220-C/2
PHmetro. Marca JENCO, modelo 60
Centrifuga clinica. Marca HETTICH, modelo UNIVERSAL / K2S
Centrifuga de alta velocidad. Marca HERMLE, modelo Z 233 M -2
Spiner. Marca SCILOGEX, modelo D1008
Placa calefactora. Marca LabTech, modelo LMS - 1003
Vortex, Marca, modelo 37600 Mixer
Sonicador. Marca Elma, modelo TRANSSONIC 310
Bafio termoregulado. Marca K, modelo YCW — 04M (11 L)
Micropipeta. Marca GILSON (volimenes 1-10 uL, 20-200 pL, 100-1000 pL
y 1-5mL
Notebook Marca HP, modelo pavilion x360 11 — n010la
Notebook Marca Compaq, modelo CQ45 — dO3LA

Software Microsoft Office Excel 365. Version 15.0.4797.1003, 2013
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c) Reactivos (Tabla 1)

Tabla 1. Reactivos para determinar parametros REDOX.

ABTS: 2,2’-azinobi(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ABAP: 2,2’-azobis(2-amidinopropano)
Acetato de etilo

Acido clorhidrico (HCI)

Citocromo C

Cloruro de Sodio (NaCl)

Carbonato de Sodio (Na,CO3)

DNPH: 2,4 dinitrofenilhidracina

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
Etanol

Fosfato de disédio (Na;HPO,)

Fosfato sodico dihodrogenado (NaH2PO4)
Folin-Ciocalteu

Hidréxido de Sodio (NaOH)

Peroxido de Hidrogeno (H20,)

Sulfato de cobre (CuSOu)

Tartrato Sodio Potasio (KNaC4H40Os)
TBA: acido tiobarbiturico

TCA: acido tricloroacético

Xantina

Xantina Oxidasa (XO)

Urea

5.1.3 Evaluacién Antropomeétrica
Balanza mecanica con estadimetro. Marca DETECTO, modelo 2392.

Kit antropométrico ROSSCRAFT



5.1.4 Implementos de Extraccion Muestra Sanguinea
Jeringas hipodérmica estéril de 10 mL
Tubos heparinizados. Marca Vacutainer ®
Algodon hidréfilo prensado
Alcohol 95%

Parche adhesivo

5.2 Método

5.2.1 Diseiio de Estudio

Este estudio es de tipo pre-experimental y cuantitativo, con una muestra no

probabilistica y mediciones de tipo transversal pretest — postest (Fig.12).

Grupo Asignacion Pre-test Tratamiento Post-test
B no R o —> y *+—mm™ O
Control noR 0o ¢ > X P [o)

Figura 12. Esquema de disefio experimental: no R: Aleatorizacion (no random), O:
Observacion, X: Tratamiento electroterapia, A: Grupo electroanalgesia, B: Grupo
electroestimulacion motriz. 52



5.2.1.1 Variables (Tabla 2)

Tabla 2. Variables de estudio.

=S

Modalidad de corriente | Placebo 21 sujetos (7
Electroterapia | Independiente | terapéutica que se EA or rju 0)
aplicé EM por grup
Tiemno de Duracion de la
mpo | Independiente | aplicacion de la 15 minutos 10 sesiones
aplicacion : S
corriente terapéutica
. Prueba que mide dafio | Concentracion
TBARS Dependiente a lipidos. de MDA nM MDA / mL
CARBONILO Dependiente Prueba'que mide dafio Concentramo_n nM carbqnllo /
a proteinas grupo carbonilo | mg proteina
Prueba que mide Concentracién
TRAP Dependiente capacidad antioxidante | equivalentes TEAC uM
total Trolox ®
Prueba que mide Actividad U enzima
CAT Dependiente actividad enzimatica de S CAT /' mg
enzimatica .
CAT proteina
Prueba que mide - U enzima
SOD Dependiente actividad enzimatica de ACt'.V'd,a d SOD / mg
enzimética .
SOD proteina

5.2.2 Poblacion

La poblacién en estudio la constituyen los alumnos varones sanos, entre 20 y 25

afos que pertenecen a la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de

Valparaiso.
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5.2.3 Muestra

La muestra fue seleccionada por conveniencia, ya que para ser seleccionados
debieron cumplir con los criterios de inclusion y exclusién descritos en la tabla 3.
Considerando el numero de matriculados del afio 2015 para la carrera Ingenieria
Civil Industrial, criterios de inclusién y exclusion, se llegdé a una muestra de 21

individuos.

Tabla 3. Criterios de inclusion y exclusion.

Ser alumno regular 2015 de la Escuela de

Ingenieria Civil, Industrial, Universidad de

Valparaiso.

Sexo masculino Consumidor habitual de alcohol

Edad entre 20 y 25 afios Consumidor dg drogas (incluyendo el
exceso de café)

Afecto de alguna patologia en los

Gltimos 12 meses

Afecto de algun trauma psicolégico en

los ultimos 6 meses

Consumidor habitual de tabaco

Persona sedentaria

Alimentacion normal

Ciclos de suefio y vigilia normales
Rango de IMC normal
Porcentaje normal de grasa corporal
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6. METODOLOGIA

Los estudiantes fueron invitados a participar del estudio por medio de charlas
expositivas. Posteriormente los interesados voluntariamente firmaron un
consentimiento informado (Anexo 2) para contestar una encuesta de seleccion
para el estudio (Anexo 3), los sujetos seleccionados, firmaron un nuevo
consentimiento informado (Anexo 4). Ambos documentos fueron aprobados por
el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso

(Anexo 1).

Definida la muestra se realiz6 una distribucién aleatoria de los sujetos en 3
grupos, a los cuales se les realizaron mediciones antropométricas (peso, talla,
porcentaje de masa grasa y porcentaje de masa magra). Posteriormente se
evaluaron parametros de dafio oxidativo (TBARS y carbonilo), AO no enzimaticos
(TRAP) y parametros AO enzimaticos (SOD, CAT), antes y después de la

aplicacion del protocolo de electroterapia.

Caracteristicas de disefio especifico para cada grupo:
Grupo control (G1): Protocolo de electroterapia placebo no terapéutico, de baja
intensidad, con entrega energética despreciable, durante 10 sesiones de 15

minutos cada una.
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Grupo A (G2): Protocolo de electroanalgesia, durante 10 sesiones de 15 minutos
cada una.
Grupo B (G3): Protocolo de electroestimulacion motriz, durante 10 sesiones de

15 minutos cada una.

Los protocolos de electroterapia utilizados fueron seleccionados segun la

evidencia cientifica revisada por Watson (2013).

6.1 Intervencion.

Todos los sujetos de estudio fueron sometidos a mediciones antropométricas
(Anexo 5) y a una extraccion sanguinea, previo a los protocolos de electroterapia.
Los protocolos, descritos a continuacion (Tabla 4), tuvieron una duracién de diez
sesiones con una frecuencia de tres veces por semana; extension aproximada

de tres semanas.
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Tabla 4. Protocolos de Electroterapia de los grupos de estudio y sus caracteristicas
(Watson, 2013).

‘Grupos  Tipo Corriente ~ Caracteristcas
Ancho pulso 50 ps, frecuencia 1 Hz,

G1 LOoTENS asimétrico tiempo aplicacion 15 min, intensidad
despreciable, cv.

Portadora 4 KHz con onda resultante
Interferencial de Analgesia (pre- | de 100 Hz, AMF 10, pulso/reposo 1:1,

G2 modulada) tiempo aplicaciéon 15 min. Intensidad
paciente dependiente, cv
Portadora 2,5 KHz con onda resultante
Interferencial de Estimulacion de 50 Hz, AMF 9, _pulso/repgso .1:1’
G3 rampla 3-6-3-12, tiempo aplicacion 15

Motriz (pre-modulada) min. Intensidad paciente dependiente,

Ccv

Finalizadas las 10 sesiones de aplicacion se les realizé una segunda extraccion

sanguinea.

6.2 Determinacion de Parametros REDOX

La determinaciéon de parametros REDOX, pre-test y post-test, se obtuvo
mediante la extraccion de una muestra de sangre de 10 mL en tubo heparinizado,
obtenida por dos profesionales certificados; las cuales fueron llevadas al
Laboratorio de Investigaciéon — Estrés Oxidativo de la Escuela de Kinesiologia,
Facultad de Medicina, de la Universidad de Valparaiso, donde se analizaron,
parametros oxidativos de dafio a través de la prueba TBARS y carbonilo, ademas

de defensa AO no enzimatica (TRAP) y enzimatica (SOD y CAT).
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6.2.1 Preparacion de las muestras.

La muestra sanguinea se sometio a un proceso de centrifugacion durante 15
minutos a 3000 r.p.m., una vez finalizado este proceso se obtuvieron tres fases
en la muestra: plasma, globulos blancos y globulos rojos (GR). De la fase
plasmatica se almacenaron en 2 tubos eppendorf de 1,5 mL cada uno a -20°C
para la prueba TRAP y proteinas totales (PT).

El material restante de sobrenadante, células blancas y plasma, fueron
eliminados.

Luego con el fin de obtener GR limpios, se administré a cada muestra un buffer
de lavado fosfato salino (NaCl 0,15M, Na2HPO4 0,01M, NaH2PO4 0,1M) a pH:
7,4, las cuales nuevamente fueron sometidas a procesos de centrifugacion
durante 15 minutos a 3000 r.p.m; este procedimiento fue repetido durante tres
veces, desechando en cada oportunidad el sobrenadante.

Una vez obtenidos los GR limpios, se procedié a almacenar hemolizados a -20°C
en 2 tubos eppendorf para las pruebas: carbonilo, SOD y CAT, descritas a

continuacion:

a) Carbonilo: GR més solucion hipotonica en relaciéon 1:100.

b) SOD: GR mas solucion hipoténica en relacion 1:28.

c) CAT: GR mas solucion hipotonica en relacién 1:100.
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Finalmente, para la prueba TBARS se extrajeron 2 mL de GR en dos tubos

eppendorf, la cual fue realizada inmediatamente.

Para la determinacion de carbonilo, SOD y CAT, previamente se estableci6 la
concentracion de proteinas totales mediante el método de Lowry (1951) que mide

la reaccion de los residuos de tirosina con el reactivo Folin-Ciocalteu.

Proteinas totales

Se prepar6 250 mL del reactivo cobre alcalino (RCA) (Na2COs a 0,94 M,
KNaC4H4O06 a 3,5 mM, CuSO4 a 2 mM y NaOH a 0,5M) fue mezclado con el
reactivo Folin-Ciocalteu (1:20 en agua destilada).

Para iniciar la lectura de las muestras se realiz6 en primera instancia un blanco
con 1mL de agua destilada, 1 mL de RCA y 4 mL de folin. Posteriormente, en un
tubo de ensayo se agregé 1 mL de la muestra PT, 1 mL de RCAy 4 mL de la
mezcla folin, la cual fue incubada a 55°C en un bafio durante 5 minutos.
Finalmente, los datos se obtuvieron espectrofotométricamente a 650nm

utilizando celdas de vidrio, por triplicado.
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6.2.2 Determinacion de Dafo Oxidativo

a) Lipoperoxidacion (TBARS)
Este analisis se realizé6 como esta descrito en Esterbauer et al. (1982) con la
muestra TBARS.
En un tubo conico, los 2 mL de GR se mezclaron con 2 mL de acido tricloroacético
(TCA) al 30% p/v, y se centrifugo por 15 minutos a 3000 r.p.m.; del cual se obtuvo
un pelet (precipitacion de proteinas) y sobrenadante, del cual se extrajo 1,5 mL.
En un tubo de ensayo de 20 mL, se agregaron el sobrenadante extraido mas 1
mL de acido tiobarbittrico (TBA) al 0,67% p/v luego, esta solucién fue llevada a
ebullicién en una placa calefactora por 20 minutos, y finalmente se enfrié bajo
agua fria.
Para la lectura de las muestras se realizo un barrido entre 400- 600 nm con el fin
de determinar el pick de MDA a los 535 nm aproximadamente. Posteriormente,
se realiz6 la medicidn de un blanco con agua destilada en celdas de vidrio, para

después continuar con la medicion de las muestras, por triplicado.

b) Carbonilo
Este analisis se realiz6 como esta descrito en Levine y cols. (1990) con la muestra
carbonilo guardada previamente. Este método esta basado en la reaccion de los
grupos carbonilo generado por la oxidacion de proteinas con 2,4

dinitrofenilhidracina (DNPH).
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En 4 tubos eppendorf se mezclan 100 uL de muestra mas 300 pL de TCA al 20%
p/v, de los cuales tres seran para muestra y uno control. Esta solucién fue agitada
en vortex y dejada en hielo por 5 minutos, luego se centrifugd por 3 minutos a
11000 r.p.m., resultando un pelet y sobrenadante, este ultimo fue eliminado.

En los tubos de muestra se agregan 500 pL de DNPH 0,3% en HCI 2M, mientras
gue en el tubo control se agregd 500 pL de HCI 2M; los cuales fueron agitados
en vortex y almacenados en oscuridad durante una hora a t° ambiente, agitando
cada 15 minutos.

Pasada la hora se agreg6 a cada tubo 500 pyL de TCA al 20% p/v, luego la mezcla
fue agitada en un vortex, dejada en hielo por 5 minutos y posteriormente
centrifugada durante 3 minutos a 11000 r.p.m., resultando un pelet y
sobrenadante, este ultimo fue eliminado.

El pelet fue suspendido en 1 mL de etanol:acetato de etilo (1:1), agitado y dejado
en reposo durante 10 minutos. Pasado el tiempo, se centrifugo durante 3 minutos
a 11000 r.p.m., y eliminado el sobrenadante. Este procedimiento se repiti6 3
veces. Tras los pasos anteriores, el precipitado fue secado con N2 gaseoso.
Finalmente, se resuspendié y mezclo el precipitado en 600uL de urea 6M disuelta
en buffer, la cual se dej6é en incubacién durante 15 minutos en un bafio
termoregulado a 37°C.

El producto de la reaccion fue leida en espectofotometro a 370 nm, en celdas de

cuarzo por triplicado; la absorbancia fue obtenida por la siguiente formula:
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Absorbancia

Concentracién de Carbonilo (moles) = 1 x22.000

1: grosor de la celda; 22.000: factor para proteinas carboniladas

6.2.3 Determinacion de Defensa Antioxidante

a) Capacidad antioxidante total (TRAP)
Este andlisis se realizé como esta descrito en Romay et al. (1996) con la muestra
TRAP previamente guardada.
Se realizé una mezcla 1:1 de ABTS (0,150 uM) con ABAP (10 mM) la cual fue
incubada durante 30 minutos en un bafio termoregulado a 45°C para su reaccion,
la cual debe ser agitada cada 10 minutos. Esta mezcla la denominaremos
“Solucién A”. Pasado el tiempo se debe enfriar bajo agua para detener la
reaccion.
Se mezclaron 990 uL del buffer TRAP PBS (NaCl 0,005 mL, Na2HPO4 0,01M,
Na2H2PO4 0,01M ajustado a pH 7,4) con 10 yL de plasma almacenados
previamente en tubos eppendorf. A esta mezcla la llamaremos “Muestra TRAP”
Finalmente se mezcldé 1mL de “Solucion A” con 10 uL de muestra TRAP.
La mezcla resultante fue leida, en celdas de vidrio, por triplicado, en una cinética
de espectrofotométrica a 734 nm durante 50 segundos con mediciones cada 10

segundos. Sin embargo, para iniciar la lectura de las muestras debio realizarse
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previamente la lectura de un blanco de 1mL ABTS. La absorbancia final de las

muestras se obtuvo mediante la siguiente formula:

Absorbancia 50" - Absorbancia 10"
Absorbancia 30"

Absorbancia final=

b) SOD

Este analisis se realiz6 como esta descrito en Fridovich (1994). En la muestra
SOD guardada previamente se midi6é espectrofotométricamente la reduccién en
la formacion de radical superdxido en el sistema xantina/xantina oxidasa.

Para esta lectura se debi6 preparar una solucién A compuesta de xantina 0,5 mM
y citocromo C 20 uM en una relacién 1:11 disueltos en un PBS (EDTA 0,1 mM,
Na2HPO4 50 mM y NaH2PO4 50 mM) ajustado a pH=7,8 la que se mantuvo a una
T° constante de 37°C en un bafio termoregulado; y una solucién B compuesta
por 25 pL de Xantina Oxidasa (XO) y 1 mL de EDTA 0,1 mM en una relacién 1:40
la que se mantuvo en hielo.

La actividad enzimatica fue detectada a 550 nm durante dos minutos con
mediciones cada 15 segundos; para iniciar la lectura se realiz6 un blanco en celda
de vidrio con 3 mL de solucion A y la medicion de las muestras se hizo con una

mezcla de 2,9 mL de solucién A, 50 uL de solucion B y 50 pL de muestra SOD.
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Los resultados fueron expresados como unidades de enzima/mg proteina usando

la determinacion de proteinas totales obtenidas mediante el método de Lowry.

c) CAT

Este analisis se realiz6 como esta descrito en Aebi (1984). En la muestra CAT
guardada previamente, se midio espectrofotométricamente en celdas de cuarzo
mediante una cinética de degradacion de H202, la pérdida de la absorbancia a
240 nm.

Para este protocolo, inicialmente se preparé un PBS (Na2HPO4 50mM y NaH2PO4
50 nM) ajustado a un pH 7,0 y luego H202 a 0,3 M.

Previo a la lectura de las muestras, se hizo un blanco con 3 mL de Buffer,
mientras que para las muestras se realizé una mezcla de 2,9 mL de PBS, 100 pL
de H202y 5 pL de muestra CAT. Las lecturas fueron realizadas durante un

periodo de 90 segundos con mediciones cada 30 segundos, por triplicado.

64



6.3 Anadlisis Estadistico

Mediante la determinacion de DO y defensa AO, se reportaron los datos,
promedios y desviacion estandar. Para el analisis estadistico se utilizo el software
STATISTICA; donde los datos fueron sometidos a prueba de distribucion de
normalidad (paramétrica) de Pearson. En el caso de ser paramétrica, se realizé
el andlisis ANOVA vy la prueba a posteriori de Tukey; en el caso de no
paramétricos, se utilizé Kruskal-Wallis para multiples muestras independientes y
Wilcoxon para dos muestras dependientes. En cualquiera de los casos se utilizd

un nivel de significancia de p = 0,05 (Zar, 1999).
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7. RESULTADOS

7.1 Parametros Antropométricos

Los parametros e indices antropométricos fueron determinados mediante la
determinacién del peso, talla, pliegues cutaneos, perimetros y diametros segun
la Sociedad Internacional para el Avance de la Kinantropometria (Martinez y

Urdampilleta, 2012).

Los resultados obtenidos (Anexo 7) arrojaron que la muestra en estudio posee
valores dentro de los rangos de normalidad segun edad y sexo. EI IMC promedio
de los sujetos fue de 23,3 + 1,7, el porcentaje de masa grasa segun la ecuacion
de Siri (1961) fue de 17,6 £ 5,5 y finalmente el porcentaje de masa magra segun

Lee (2000) fue de 24,0 £ 2,0.
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7.2 Parametros de Dafo Oxidativo
El dafio oxidativo de los sujetos fue determinado a través de la evaluacion de

lipoperoxidacién (ensayo TBARS) y dafio a proteinas (ensayo carbonilo).

7.2.1 Ensayo TBARS

El dafio a lipidos se determind en los tres grupos, pre y post aplicacion del
protocolo de electroterapia. Los grupos control y EM tendieron a disminuir sus
pardmetros de lipoperoxidacién (p= 0,0050 y p= 0,0287 respectivamente),
mientras el grupo EA tuvo el comportamiento opuesto sin significancia en sus
datos. Al evaluar la diferencia entre grupos se evidencia una diferencia entre el
comportamiento del grupo EA v/s Control y EA v/is EM (p= 0,0190 y 0,7593

respectivamente) (Fig. 13).
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Figura 13. Lipoperoxidacion (nM MDA/mL) antes y después de los grupos control, EA 'y
EM (n=7, promedio + desviacion estandar). * muestra diferencias significativas entre
tiempos antes — después y entre grupos (p < 0,05).
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El comportamiento individual en el grupo control (placebo), post aplicacion del
protocolo, mostré que seis de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de
dafio a lipidos, mientras que el otro sujeto restante aumentd sus niveles de dafio

(Fig. 14).

Control

1,5 4 HAntes

nM MDA/mL
N

1 - M Despues

Sujetos

Figura 14. Lipoperoxidacion (nM MDA/mL) antes y después del grupo control (n=7,
promedio + desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EA, post aplicacion del protocolo,
mostré que cuatro de siete sujetos tendieron a aumentar sus niveles de dafio a

lipidos, mientras que los tres sujetos restantes disminuyeron sus niveles de dafio

(Fig. 15).
EA
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Figura 15. Lipoperoxidacion (nM MDA/mL) antes y después del grupo EA (n=7, promedio
* desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EM, post aplicacion del protocolo,
mostré que tres de siete sujetos tendieron a aumentar sus niveles de dafio a
lipidos, mientras que los cuatro sujetos restantes disminuyeron sus niveles de

dafio (Fig. 16).

EM

HAntes

nM MDA/mL

M Despues

Sujetos

Figura 16. Lipoperoxidaciéon (nM MDA/mL) antes y después del grupo EM (n=7,
promedio + desviacion estandar).
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7.2.2 Ensayo Carbonilo
El dafio a proteinas se determind en los tres grupos, pre y post aplicacion del
protocolo de electroterapia. Cada grupo tendié a disminuir sus niveles de dafio a

proteinas con un p= 0,0. No se evidencia una diferencia significativa entre grupos

(Fig. 17).
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Figura 17. Dafo a proteinas (nM carbonilo/mg proteina) antes y después de los grupos
control, EA y EM (n=7, promedio * desviacion estandar). * muestra diferencias
significativas entre tiempos antes — después y entre grupos (p < 0,05).
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El comportamiento individual en el grupo control (placebo), post aplicacion del
protocolo, mostré que cuatro de siete sujetos tendieron a aumentar sus niveles
de dafio a proteinas, mientras que los tres sujetos restantes disminuyeron sus

niveles de dafio (Fig. 18).

Control
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Sujetos

Figura 18. Dafio a proteinas (nM carbonilo/mg proteina) antes y después del grupo
control, (n=7, promedio + desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EA, post aplicacion del protocolo,
mostré que cuatro de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de dafio a
proteinas, mientras que los tres sujetos restantes aumentaron sus niveles de

dafio (Fig. 19).
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0,08
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Figura 19. Dafio a proteinas (nM carbonilo/mg proteina) antes y después del grupo EA,
(n=7, promedio * desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EM, post aplicacion del protocolo,
mostré que seis de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de dafio a

proteinas, mientras que solo un sujeto aumento sus niveles de dafio (Fig. 20).
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Figura 20. Dafio a proteinas (nM carbonilo/mg proteina) antes y después del grupo EM,
(n=7, promedio + desviacién estandar).

75



7.3 Parametros de Defensa Antioxidante No Enzimatica

7.3.1 TRAP

La capacidad antioxidante no enzimatica se determind en los tres grupos, pre y
post aplicacion del protocolo de electroterapia. EI comportamiento del grupo
control fue ascendente v/s los grupos experimentales quienes tendieron a
disminuir, cada grupo con un p= 0,0. Al evaluar la diferencia entre grupos se
evidencia una diferencia entre el comportamiento del grupo Control v/is EA y

Control v/s EM (p= 0,0002 y 0,0017 respectivamente) (Fig. 21).
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Figura 21. Capacidad antioxidante total (TEAC uM) antes y después de los grupos
control, EA y EM (n=7, promedio + desviacién estandar). * muestra diferencias
significativas entre tiempos antes — después y entre grupos (p < 0,05).
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El comportamiento individual en el grupo control (placebo), post aplicacion del
protocolo, mostré que cuatro de siete sujetos tendieron a aumentar sus niveles
de capacidad antioxidante total, mientras que los tres sujetos restantes

disminuyeron sus niveles de dafio (Fig. 22).
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Figura 22. Capacidad antioxidante total (TEAC uM) antes y después del grupo control
(n=7, promedio * desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EA, post aplicacion del protocolo,
mostro que cuatro de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de capacidad
antioxidante total, mientras que tres de los sujetos restantes disminuyeron sus

niveles de defensa (Fig. 23).
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Figura 23. Capacidad antioxidante total (TEAC uM) antes y después del grupo EA (n=7,
promedio + desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EM, post aplicacion del protocolo,
mostré que cuatro de siete sujetos tendieron a aumentar sus niveles de
capacidad antioxidante total, mientras que dos de los sujetos restantes

disminuyeron y uno de los sujetos mantuvo sus niveles de defensa (Fig. 24).
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Figura 24. Capacidad antioxidante total (TEAC uM) antes y después del grupo EM (n=7,
promedio + desviacion estandar).
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7.4 Parametros de Defensa Antioxidante Enziméatica
La capacidad AO enzimética de los sujetos fue determinado a través de la

evaluacion de la actividad enzimatica de SOD y CAT.

7.4.1 Actividad de SOD

La actividad enzimatica de SOD se determind en los tres grupos, pre y post
aplicacion del protocolo de electroterapia. El grupo control aument6 su actividad
enzimatica después del protocolo, mientras el grupo EM disminuyé su actividad
enzimatica; cada grupo con un p= 0,0. Sin embargo, EA no mostr6 cambios
significativos. Al comparar la actividad entre grupos no hubo diferencias

significativas (Fig. 25).
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Figura 25. Actividad enzimética de SOD (U enzima/mg proteina) antes y después de
los grupos control, EA y EM (n=7, promedio + desviacion estandar). * muestra
diferencias significativas entre tiempos antes — después y entre grupos (p < 0,05).
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El comportamiento individual en el grupo control (placebo), post aplicacion del
protocolo, mostré que seis de siete sujetos tendieron a aumentar sus niveles de
actividad enzimatica SOD, mientras que el sujeto restante disminuyo sus niveles

de defensa (Fig. 26).
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Figura 26. Actividad enzimatica de SOD (U enzima/mg proteina) antes y después del
grupo control (n=7, promedio + desviacion estandar).

83



El comportamiento individual en el grupo EA, post aplicacion del protocolo,
mostro que cuatro de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de actividad
enzimatica SOD, mientras que los tres sujetos restantes aumentaron sus niveles

de defensa (Fig. 27).
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Figura 27. Actividad enzimatica de SOD (U enzima/mg proteina) antes y después del
grupo EA (n=7, promedio + desviacién estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EM, post aplicacion del protocolo,
mostro que cinco de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de actividad
enzimatica SOD, mientras que los dos sujetos restantes aumentaron sus niveles

de defensa (Fig. 28).
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Figura 28. Actividad enzimética de SOD (U enzima/mg proteina) antes y después del
grupo EA (n=7, promedio + desviacion estandar).
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7.4.2 Actividad de CAT

La actividad enzimatica de CAT se determind en los tres grupos, pre y post
aplicacion del protocolo de electroterapia. Los grupos EA y EM disminuyeron su
actividad enzimatica post protocolo de electroterapia (p=0,0019 y p=0,0
respectivamente), mientras que el control no arroj6 cambios significantes. Al
comparar la actividad entre grupos, los grupos EA v/s EM se comportan diferente

(p=0,0359) (Fig. 29).
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Figura 29. Actividad enzimatica de CAT (U enzima/mg proteina) antes y después de los
grupos control, EA y EM (n=7, promedio + desviacion estandar). * muestra diferencias
significativas entre tiempos antes — después y entre grupos (p < 0,05).
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El comportamiento individual en el grupo control (placebo), post aplicacion del
protocolo, mostré que cuatro de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de
actividad enzimatica CAT, mientras que los tres sujetos restantes aumentaron

sus niveles de defensa (Fig. 30).
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Figura 30. Actividad enzimética de CAT (U enzima/mg proteina) antes y después del
grupos control (n=7, promedio * desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EA, post aplicacion del protocolo,
mostré que seis de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de actividad
enzimatica CAT, mientras que solo un sujeto aumentd sus niveles de defensa

(Fig. 31).

EA

0,04 -
0,035 -
0,03 ~
0,025 - o *E " i
0,02 ~ T

0,015 H~
0’01 | iDeSpUéS

0,005 A

H Antes

U enzima/mg proteina

Sujetos

Figura 31. Actividad enzimética de CAT (U enzima/mg proteina) antes y después del
grupos EA (n=7, promedio + desviacion estandar).
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El comportamiento individual en el grupo EM, post aplicaciéon del protocolo,
mostro que cuatro de siete sujetos tendieron a disminuir sus niveles de actividad
enzimatica CAT, mientras que los tres sujetos restantes aumentaron sus niveles

de defensa (Fig. 32).
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Figura 32. Actividad enzimatica de CAT (U enzima/mg proteina) antes y después del
grupos EM (n=7, promedio *+ desviacion estandar).
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8. DISCUSION

A consecuencia de que la electroterapia busca ser un factor coadyuvante de la
rehabilitacion durante procesos patoldgicos (Watson 2002); y teniendo en
consideracion la relacion del balance REDOX con patologias (Cordero, 2009;
Hernandez-Garcia et al., 2010), para este estudio se hace necesario conocer la
posible conexidn entre el uso de corrientes terapéuticas y estrés oxidativo, ya que
estas podrian actuar como un modulador de las especies reactivas, sin embargo,
inicialmente es indispensable saber el efecto que produce la ET sobre

pardmetros REDOX en estado basal.

Los parametros REDOX, tras la aplicacién de dos protocolos de electroterapia
fueron determinados sanguineamente mediante biomarcadores de defensa y

dafio oxidativo en sujetos varones, sanos con edades entre 20 a 25 afios.

En base a lo anterior, los resultados obtenidos en este estudio muestran cambios
en el equilibrio de 6xido-reduccion tras la aplicacion de electroterapia. De los
resultados se desprende que podria existir una disminucién de las ERO producto
de la aplicacion de la ET, pues los niveles de dafio a proteinas y lipidos tendieron
a disminuir en la mayoria de los casos, a excepcion de la lipoperoxidacion en el

grupo EA. Conjuntamente los niveles de defensa antioxidante enziméatica
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bajaron, probablemente producto de la ausencia de sefales protectoras
inducidas por ERO, quienes estimulan el mecanismo de auto-regulacion REDOX,
como el factor NRF2 quien induce, via ERO, la liberacion de enzimas
antioxidantes (Lesser, 2006; Lozada y Garcia, 2009; Nguyen, Nioi y Pickett,

2009).

Respecto a los protocolos de ET, el grupo control fue sometido a una corriente
no terapéutica (placebo), entregando una cantidad de energia sub-umbral,
despreciable. Por esta razon los resultados obtenidos, para este grupo, no

pueden ser considerados como efecto de corriente propiamente tal.

El grupo control mostrd un descenso en sus niveles de dafio a proteinas y lipidos,
mientras que hubo un aumento de las defensas antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas, pudiendo inferir que las defensas enziméticas estan actuando de
forma eficiente, manteniéndose activas y evitando el dafio a importantes
biomoléculas celulares, como lipidos, proteinas y ADN (Marnett, 2002; El-
Khamisy y Cadelcott, 2006; Rowe, Degtyareva y Doetsch, 2008; Monaghan,

Metcalfe y Torres, 2009).

En cuanto al grupo de EA, este reporté una disminucién del dafio a proteinas,
aumento de la lipoperoxidacién y la disminucion de la actividad antioxidante

enzimatica y no enzimatica.
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En base a estos resultados, la EA podria aumentar la produccién de ERO,
probablemente, producto de la insuficiente accién de las enzimas antioxidantes
causando un aumento en el del dafio oxidativo a lipidos, ya que los fosfolipidos
de la membrana mitocondrial y celular son uno de los principales blancos de ERO
(Gao et al., 2007; Cortés-Rojo, 2009). Se ha descrito que la ET provoca una
despolarizacibn de membrana promoviendo la liberacién de neurotransmisores
(GABA y glutamato, entre otros) y opioides, ademas de la activacion de
receptores como NMDA, quienes modulan las vias de sefalizacion del dolor;
mientras que desde otra perspectiva éstos también se han visto relacionados con
vias de produccion de ERO (Gao et al., 2007; Zegarra, 2007; Mufioz, 2010; Foster

et al., 2015).

El grupo de EM, evidencié un descenso en sus niveles de dafio a proteinas y
lipidos, acorde al descenso de las defensas antioxidante enzimaticas. Asimismo,

se observé una disminucién de la defensa antioxidante no enzimatica.

Lo anterior indica que las enzimas antioxidantes estan activas antes de aplicar el
protocolo, luego de la aplicacién de la EM bajan su actividad en respuesta a la
disminucién de las ERO, evitando la oxidacién de lipidos y proteinas. Segun la
fisiologia de la actividad muscular, es esperable encontrar un aumento de las
ERO, conforme a la caracteristica REDOX sensible de los canales de Ca?*, y el

aumento en el requerimiento de los sustratos energético de la célula durante la
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contraccion, esto ultimo asociado a una mayor actividad del 6xido nitrico (Reid y
Durham, 2002; Alessio y Hagerman, 2006). Es por esto que, la EM podria estar
generando un efecto tipo vacuna, disminuyendo el dafio oxidativo a importantes

biomoléculas, posiblemente con la producciéon medida de ERO.

Se sabe que el NO al ser sobre-estimulacion podria invertir su rol sostenedor de
la accion muscular y comenzar a actuar como AO controlando y/o disminuyendo
los niveles de injuria celular, aminorando la permeabilidad de los canales de Ca?*
y por ende bajar la excitabilidad y produccion de ERO de la célula muscular (Reid

y Durham, 2002; Alessio y Hagerman, 2006).

A raiz de estos resultados se abre una nueva brecha de investigacion, ya que la
modalidad de corriente utilizada podria estar teniendo efectos contrarios, segun
la produccion de ERO evidenciada, provocando que el terapeuta, en ocasiones,
limite y/o perjudique la evolucién del paciente. Por lo cual una linea de
investigacion sugerida es medir especificamente la acciéon de canales de Ca?*y
NO en relacién a EM; proyectando a futuras investigaciones comparativas entre
protocolos de ganancia de fuerza, por ejemplo, ejercicio fisico Vv/s
electroestimulacion motriz v/s un protocolo mixto. Ademas, se hace necesario
realizar estudios mas especificos que demuestren el comportamiento de
neurotransmisores (como GABA y glutamato), receptores de membrana (NMDA)

y opioides con la electroterapia, con el fin de esclarecer las vias de sefalizacion
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gue estimula una electroanalgesia. Otra proyeccion interesante a investigar seria
los efectos de estos protocolos en personas patolégicas con un balance REDOX

alterado.

Frente a la nula evidencia sobre el efecto a nivel celular que pueden provocar las
diversas modalidades de ET, los resultados descritos no pueden ser comparados
con otros estudios. Por lo cual, este estudio es pionero en dar evidencia sobre la
relacion existente entre la aplicacion de una corriente eléctrica sobre los

pardmetros REDOX.

Esta investigacion, a pesar de seleccionar una muestra homogénea en cuanto a
factores cotidianos de los estilos de vida como horas de suefio, alimentacion,
actividad fisica, estrés, consumo de drogas, entre otros que pueden afectar en
mas de una manera el balance REDOX, no registro la variabilidad de estos
factores durante el proceso de estudio, es por esto que una de las limitantes
principales fue la ausencia de control absoluto de los factores exdgenos
influyentes en el balance REDOX. Sumado a esto, es importante mencionar que
para este estudio se conté con un escaso humero de sujetos de estudio, ya que
la variacién de los datos se hace muy significativa y por ende aumenta la

variabilidad de los datos aumentando el error estadistico.

94



En este estudio, el uso de 10 sesiones de terapia fue una restriccion mas, pues
tres semanas de tratamiento no son suficientes para generar cambios fisioldgicos
significativos para modificar significativamente cambios a nivel sistémico. Asi,
para futuras investigaciones se sugiere tener una muestra mayor de sujetos,
tener el mayor control posible de los factores exdgenos y aumentar el periodo de
intervencion con estudios a distintos tiempos, para obtener una tendencia clara

de los datos con el menor error posible.

Es importante destacar que la escasa evidencia sobre los efectos causados por
la ET limita esta linea de investigacion, ya que el material disponible sobre ET se
basa en generalidades de aplicacién y no han sido actualizados, dejando de lado
procesos celulares que se pueden ver influenciados por la aplicacion de una
corriente externa, limitando el avance y comparacion de esta linea investigativa.
Por lo tanto, se hace incuestionable la necesidad de generar nueva evidencia que
soporte cientificamente el uso de la ET, una interesante area e investigacion para

kinesibélogos.
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En sintesis, el presente estudio evidencié que la aplicacion de un protocolo de
electroanalgesia y electroestimulacion motriz modificé los parametros del balance
REDOX, tanto en el dafio oxidativo como en la defensa antioxidante enzimatica.
Los resultados mas controversiales e importantes en relacion a la produccion de
ERO se obtuvieron en la EA, sin embargo, los resultados de EM son beneficioso
en cuanto al balance REDOX, pero controversiales en cuanto a la clinica. No
obstante los resultados no pueden ser considerados determinantes por la falta de

estudio y control de variables.

Finalmente, a pesar de lo dificil que es realizar estudios en humanos y controlar
las variables antes mencionadas, se requiere de nuevas investigaciones para
conocer el real efecto de las corrientes terapéuticas sobre los parametros de

estrés oxidativo.

96



9. CONCLUSION

La aplicacion de un protocolo de electroanalgesia y un protocolo de

electroestimulacion motriz modificé los parametros del balance éxido-reduccion.

El protocolo de electroanalgesia aumentd el dafio a lipidos, de igual forma,
disminuyo el dafio a proteinas y de actividad enzimatica de defensa. Mientras
que, el protocolo de electroestimulacion motriz evidencié una disminucion del

dafio oxidativo y de actividad enzimatica de defensa.

Este estudio sugiere que la EM puede estar ligada a una disminuciéon de ERO,
provocando efectos en la contraccion muscular en estado normal. A su vez, la
EA probablemente aumenta las ERO, favoreciendo el dafio oxidativo e

interfiriendo en la modulaciéon del dolor.

Sin embargo, se requieren mas estudios que validen o no esta evidencia,

abriendo mas vias de investigacion que sustenten el uso clinico de estas

modalidades de electroterapia.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Acta de aprobacion del comité de ética de la Facultad de Medicina de

la Universidad de Valparaiso.

Universidad FACULTAD DE MEDICINA
deValparaiso Comité de Bioética
CHILE para la Investigacién

ACTA DE EVALUACION BIOETICA No. 25/2015

L El Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, de la Universidad de Valparaiso
constituido por Jimena Le Roy, tecn6logo médico, Presidenta; Eva Sotelo, profesora de
Castellano, Vice-presidenta; Ivanny Marchant, médico — cirujano, Secretaria; Alejandra
Muiioz, matrona; y Daniel Ciudad, kinesi6logo, en su sesién del dia 23 de julio de 2015,
declara haber evaluado el protocolo experimental del proyecto “Efecto de
electroanalgesia y electroestimulacién motriz sobre los parimetros de estrés
oxidativo en personas sanas de 20 a 25 afios, de la Escuela de Ingenieria Civil
Industrial, Universidad de Valparaiso”, presentado por el investigador responsable
Juan Cristian Rojas Montero, adscrito a esta Facultad.

IL. Para su evaluacién el Comité de Bioética revis6 los siguientes antecedentes:

1. Protocolo n°® 02/2015, versién en espaiiol.

2. Hoja Informativa de Consentimiento Informado y Acta de Consentimiento
Informado, versién en espaiiol, cuyos destinatarios son los participantes de
investigacion.

3. Curriculum Vitae del investigador responsable.

4. Carta de autorizacién del Director de la Escuela de Ingenieria Industrial de la
Universidad de Valparaiso.

5. Encuesta a aplicar a los participantes.

III. En la valoracién bioética del proyecto, el Comité consideré que dicha propuesta
cumple con los principios éticos necesarios para su realizacion, entre otros, los de
beneficencia y atencién a potenciales riesgos; se concluyé que su pertinencia
fundamental radica en:

El disefio se ajusta a las Normas de Investigacion en Seres Humanos.

2. El estudio propuesto podrd aportar al entendimiento de los efectos de la
estimulacién eléctrica en personas sanas y los cambios en el balance redox, lo
que podré generar un protocolo de electroterapia exploratorio.

El potencial beneficio de esta investigacién supera a los riesgos, estimados en
una cuantia no mayor a la habitual exposicién de los sujetos de investigacion.

3. El Consentimiento Informado da cuenta de la finalidad de la investigacion en
forma clara; explicita y respeta la voluntariedad del posible participante,
ademas de ofrecerle la oportunidad de retirarse en cualquier momento sin que
ello le revista algtin perjuicio; asegura la confidencialidad de los datos y de la
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Universidad FACULTAD DE MEDICINA
de va|paraiso Comité de Bioética

CHILE para la Investigacién
identidad del sujeto; se precisa que no existen riesgos, ni costos involucrados
como tampoco remuneracién por participar; especifica en qué consistira la
colaboracién del sujeto, sefialando tiempo que involucrara la aplicacién de los
instrumentos, y explicitando el compromiso de activar un protocolo de
contencién y posterior derivacion si se detectara alguna sintomatologia que asi
lo requiriese en los participantes; asi también, el investigador da a conocer su
teléfono e E-mail de contacto para ubicarlo en caso de cualquier consulta o
duda.

4. Los antecedentes curriculares del Investigador Principal garantizan la ejecucion
del estudio dentro de los marcos éticos y técnicos aceptables.
5. Los miembros del Comité declararon no tener conflicto de interés.

IV. Por lo anterior, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina aprueba el
presente protocolo de investigacién, que se llevard a cabo en la Universidad de
Valparaiso durante el afio 2015, bajo la supervisién del investigador responsable, Juan
Cristian Rojas Montero. Las eventuales modificaciones que pudiera sufrir el protocolo
al que serdn sometidos los participantes deberéan ser evaluadas por este Comité y
aprobadas previo a su aplicacién. El investigador responsable deberd transmitir
informe de estado de avance del estudio al término de cada afio de ejecucion o el

informe final, si correspondiere.

Firman en representacién del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina

Qi | s (&-(\(

Jimena Le Roy Barria Ivanny Marchant Ramirez
Presidenta Secretaria

Valparaiso, 23 de julio de 2015
C/C.
+ Secretaria CBI-FFAMED
+ Comisi6n de Investigacién Facultad de Medicina
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Anexo 2: Consentimiento informado para encuestas

95 Universidad 1
B deValparaiso

CHILE Consentimiento Informado para Participar en Encuesta

El propdsito del presente documento es invitarlo a participar en una encuesta previa al estudio "Efecto de
electroanalgesia y electroestimulacién motriz sobre los pardmetros de estrés oxidativo en personas sanas de20a25
afios, de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso". El investigador responsable es el

kinesi6logo Juan Cristian Rojas Montero, quien dirige a las tesistas Marjorie Francisca Alfaro Durén y Paz Loreto

Garcfa Campos. Para que usted pueda tomar una decisién informada, le explicaremos a continuacién cudles seran los

procedimientos involucrados en la aplicacién de esta encuesta, asf como en qué consistiria su colaboracién:

1 7

El protocolo se llevara a cabo en la Escuela de Kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, ubicada en Avda.
Brasil n® 1560, Valparaiso, en los meses de agosto, septiembre y octubre del afio 2015.

La aplicacién de esta encuesta pretende seleccionar una muestra homogénea para la investigacién "Efecto de
electroanalgesia y electroestimulacion motriz sobre los parametros de estrés oxidativo en personas sanas de 20
a 25 afios, de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso". El contenido de la encuesta
permitira conocer hébitos y antecedentes mérbidos del estudiante de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial,
Universidad de Valparaiso.

Su participacion sera totalmente voluntaria y no recibira pago alguno para que acepte participar en la encuesta.
Seré sometido a una serie de preguntas escritas que le ocupardn un tiempo aproximado de 15 minutos.

No existira ningtin costo econémico para el estudiante.

El estudiante podra acceder a realizar o no esta encuesta libremente. Tiene derecho en todo momento de
manifestar sus dudas a los investigadores durante la realizacién de esta encuesta o si le surgiera alguna duda,
podra consultarla al investigador principal y/o a sus colaboradores, en cualquier momento de la investigacion, a
quien/es podra contactar en los teléfonos 66079851 y 83736577 y correos: marjorie.alfarod@alumnos.uv.cl /
paz.garciac@alumnos‘uv.cl. Asimismo, puede en cualquier momento retirarse del estudio si lo considera
necesario, comunicandoselo oportunamente al investigador principal.

El investigador tendra acceso a'sus, datos; pero estos datos personales en ningin momento serdn revelados y en
su lugar, se utilizaré un cédigo asignando un ntimero, Los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y
resguardados por el investigador principal en los medios destinados al almacenaje de datos (computador portatil
y dispositivos de almacenamiento) y ‘solo tendrén. acceso a ellos el investigador principal y las tesistas
participantes en la investigacion.

Los resultados obtenidos en esta encuesta seran utilizados por el investigador para seleccionar una muestra
homogénea a utilizar enel proyecto anteriormente mencionado. No existiran duplicados de los resultados.

La investigacién ha sido evaluada y-aprobada por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valparaiso. Si usted lo requiriera, puede contactar a alguno de sus integrantes
administrativa, Sra. Ana Maria Carreno, en el teléfono 32-250 73 70.

Secretaria
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§ Universidad 2
deValparaiso
— CHILE Acta de Consentimiento Informado

YO, iuvvsissusausssesnsasisaisinsasiveiusvarnonnvasnisunenonsssgssenansansessosnsnsnars ; IRMIE Sressssstassssctipeasey , DECLARO que el
investigador principal, Kinesi6logo Juan Cristian Rojas Montero y las tesistas Marjorie Francisca Alfaro Durdn y Paz
Loreto Garcia Campos de la Escuela de Kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, ubicada en Avda. Brasil N°
1560 de la ciudad de Valparaiso, me han informado completamente en qué consiste la encuesta previa a la
investigacion "Efecto de electroanalgesia y electroestimulacién motriz sobre los parametros de estrés oxidativo en
personas sanas de 20 a 25 afios, de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso", que
llevarén a cabo en las dependencias de la Escuela de Kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, cudles son los
procedimientos a los que seré sometido y en qué consistira mi participacién. De acuerdo a lo explicado en el
Consentimiento Informado entiendo que:

1. El objetivo de la encuesta es conocer habitos y antecedentes moérbidos del estudiante de la Escuela de Ingenieria
Civil Industrial, Universidad de Valparaiso, a fin de seleccionar una muestra homogénea para la investigacién
"Efecto de electroanalgesia y electroestimulacién motriz sobre los parametros de estrés oxidativo en personas
sanas de 20 a 25 aiios, de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso".

2. Mi participacién es totalmente voluntaria y no recibiré pago alguno al participar en esta encuesta. Seré sometido a
una serie de preguntas escritas, para lo cual tendré un tiempo aproximado de 15 minutos.

3. Laencuesta accedera a informacién sensible sobre mi.

4. Los datos obtenidos serdn confidenciales y resguardados por el investigador principal en los medios destinados
al almacenaje de datos (computador portétil y dispositivos de almacenamiento). Mis datos personales no serdn
dados a conocer, y en su lugar, se utilizard un c6digo con un ntimero y una letra y sélo podran ser usados en
alguna otra investigacién cuyo objetivo no se aleje de los propésitos de este estudio. Los resultados podrén ser
divulgados en publicaciones de tipo académico-cientifico, resguardando mi identidad. Ademas, entiendo que
tendré acceso a los resultados, si yo lo requiriera.

5. No recibiré remuneracién alguna por participar en esta encuesta.

6. Soy libre de participar en la realizacién de esta encuesta y podré finalizar mi participacién si lo considerara
necesario en cualquier momento sin que ello implique perjuicio alguno para mi.

7. Sime surgiera alguna duda durante la realizacién de la encuesta, podré consultarla al investigador principal y/o a
sus colaboradores, en cualquier momento de la investigacion, a quien/es podré contactar en los teléfonos
66079851 y 83736577 y correos: marjorie.alfarod@alumnos.uv.cl / paz.garciac@alumnos.uv.cl.

8. El Comité de Bioética de la Facultad de'Medicina ha evaluado esta investigacién y podré contactar a alguno de

sus integrantes a través de su secretaria administrativa, Sra. Ana Maria Carrefio, en el teléfono 32-250 73 70

una copia completa de este documento.
\‘

Nombre y Firma Participante Nomf#pre y Firma IMvest

RUT: RUTY[ 1238350 ~)

Fecha: Fecha: &2, -40~2049S
Joan stbs Monterc.

Lo 344 -4
Fecha: 2.2 -A0- 2045

SGMU?/‘ Vdf&ll Catveno Valparaiso,.u.de L Ockvbre . de2015
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Anexo 3: Formato encuesta

Universidad

deValparaiso
CHILE

ENCUESTA PARA PARTICIPAR EN INVESTICACION

El propésito de esta encuesta es recolectar datos de potenciales participantes en el estudio
titulade "Efecto de electroanalgesia v electroestinmlacion motriz sobre los pardmetros de estrés
oxidativo, de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso".

El estudio sera realizado por las tesistas Marjone Alfaro Duran v Paz Garcia Campos, bajo
la direccion del Klgo. MSc Juan Cristian Fojas Montero, en las dependencias de la Escuela de
Kinesiologia, Universidad de Valparaiso, ubicada en Avda. Brasil N°1560.

Los datos obtenidos seran confidenciales v resgnardados por el investigador principal ¥ co-
imvestigadores. Los resultados de la investigacion podran ser divilgados en publicaciones de tipo
académuco-cientificas, resguardando su identidad. Ademas. tendrd acceso a los resultados, si lo
requiriere.

La investigacion no offece riesgo alguno para usted.

L DATOS PERSONALES

Mombre: Fut:

Fecha nacimiento: Edad:

Peso: Egs. Estatura: cms.
Teléfono: Direccion: Conmna;

Comeo electronico:

II. ANTECEDENTES MORBIDOS
1) Margue conuna "X" si presenta alguna de estas enfermedades.

Diabetes mielitus Enfermedad de Tircides Enfermedades Renales
Hipertension Arterial Enfermedades Cardiacas Enfermedades Musculares
Enfermedades Fespiratorias Enfermedades Hepaticas Niveles altos de Colesterol
Chra(s) enfermedad(es):

2) ;jPosee algin tipo de alergia? (Alimentaria, démmica, farmacologica, respiratoria, otras.)
Especifique.

3) ;Ha sido sometido a cimigias? 51 No
51 su respuesta es si, mencione de tipo de operacién v fecha aproximada.

4) ;Posee algin implante metalico? 5i Mo

51 su respuesta es si, mencione dénde.
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ijl;Pnsaulglma}temd-iqmsima? _ S Ho
51 so respuesta es =, mencione donda.

I HABITOS

1) ;Que tipo de alimentacion poses?

__ Cammor ___ Normal (omnivora) Vegetariama _ Wegama
1) Aprosimedaments cuantas heras diarias doerme?
Menos de 5 baras __ FomeSyShamas Mas de 8 heras
3) ;Consume alpim farmaco habitualmente? Si Mo
;Cual?
4) -Fuma? 5i Mo

Si su respuesta es 51 mencione cuantos cgamilles diaries.

5 Consums alcakbal? 5 Mo

Sl su respuesta es 5L mENCiome

» ;Cuantas veces a la sepana?

s ;Cnal es el prado de compromise de conciencia alcanzado?
— Leve — Moderada — GEverd
@) ;Fealiza almina actividad fsica habinmlments? Sl Ha
;Con qué frecnencia a la semana?

IV. OTROS
1) ;Posee temor 0 rechaze a la aplicacion de terapia con cormientes eletricas?
b o

1) ;Esta dispuesto a ser sometido a pruebas de extmocion sangunea’?
b1 Ho
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Anexo 4: Consentimiento informado para investigacion

g Universidad 1
@ deValparaiso L .
CHILE Consentimiento Informado para Participantes de Investigacion

El propésito del presente documento es invitarlo a participar en el estudio titulado "Efecto de electroanalgesia y

electroestimulacién motriz sobre los parametros de estrés oxidativo en personas sanas de 20 a 25 afios, de la

Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso". El investigador responsable es el kinesiélogo

Juan Cristian Rojas Montero, quien dirige a las tesistas Marjorie Francisca Alfaro Durén y Paz Loreto Garcia Campos.

Para que usted pueda tomar una decisién informada, le explicaremos a continuacién cudles serdn los procedimientos

involucrados en la ejecucién de la investigacion, asi como en qué consistiria su colaboracion:

18

10.

El protocolo se llevara a cabo en la Escuela de Kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, ubicada en Avda.

Brasil n® 1560, Valparaiso, en los meses de agosto, septiembre y octubre del ano 2015.

Este estudio pretende determinar el impacto de la aplicacién de dos protocolos de electroterapia, electroanalgesia
y electroestimulacién motriz por un periodo de 3 semanas, sobre las defensas antioxidantes enzimaticas y los
niveles de dafio oxidativo en estudiantes sanos de la Escuela de Ingenierfa Civil Industrial, Universidad de
Valparaiso.

Su participacién seréd totalmente voluntaria y no recibira pago alguno para que acepte participar en este estudio.
Si usted acepta participar : 1) Se le solicitard que asista a 3 sesiones de electroterapia por semana durante tres
semanas. Cada sesién tendra una duracién de 15-30 minutos como maximo y 2) Se le tomard una muestra de
sangre (10 ml) antes de la aplicacion del protocolo de electroterapia y al término de éste.

No se han descrito riesgos asociados a la aplicacién estandar de electroterapia en sujetos sanos.

No existird ningtn costo econémico para el estudiante por concepto de evaluar sus pardmetros de estrés
oxidativo ni por la aplicacién del protocolo de electroterapia.

El estudiante no debiese sufrir ningtin dafo ni lesién, sin embargo, si le surgiera alguna duda, podra consultarla
al investigador principal y/o a sus colaboradores, en cualquier momento de la investigacion, a quien/es podrd
contactar en los teléfonos 66079851 y 83736577 'y correos: marjorie.alfarod@alumnos.uv.cl /
paz.garciac@alumnos.uv.cl.

Asimismo, puede en cualquier momento retirarse del estudio si lo considera necesario, comunicandoselo
oportunamente al investigador principal.

Sus datos personales en ningin momento serén revelados y en su lugar, se utilizard un cédigo asignando un
ntimero. Los datos obtenidos en este estudio serén confidenciales y resguardados por el investigador principal en
los medios destinados al almacenaje de datos (computador portatil y dispositivos de almacenamiento) y solo
tendran acceso a ellos el investigador principal y las tesistas participantes en la investigacion.

Los resultados obtenidos en esta.investigacion podran ser divulgados segin lo estime el investigador, en
publicaciones de tipo cientifico y/o académico, ademés podrén ser utilizados en otras investigaciones que no se
alejen de los objetivos del presente estudio, resguardando en todo momento la identidad del paciente.

Esta investigacién ha sido evaluada y aprobada por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valparaiso. Si usted lo requiriera, puede contactar a alguno de sus integrantes con s taria
administrativa, Sra. Ana Maria Carrefio, en el teléfono 32-250 73 70.
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CHILE Acta de Consentimiento Informado

YO, vicicesuencncnsssssiscnssnssesssassnnnsiossiasansisssassassanannsanasassestronesass . SRUT | cisesessesstbsssssvs , DECLARO que el
investigador principal, Kinesi6logo Juan Cristian Rojas Montero y las tesistas Marjorie Francisca Alfaro Durdn y Paz
Loreto Garcia Campos de la Escuela de Kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, ubicada en Avda. Brasil N°
1560 de la ciudad de Valparaiso, me han informado completamente en qué consiste la investigacién "Efecto de
electroanalgesia y electroestimulacién motriz sobre los parametros de estrés oxidativo en personas sanas de 20 a 25
afios, de la Escuela de Ingenieria Civil Industrial, Universidad de Valparaiso”, que llevardn a cabo en las
dependencias de la Escuela de Kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, cudles son los procedimientos a los que
seré sometido y en qué consistird mi participacién. De acuerdo a lo explicado en el Consentimiento Informado
entiendo que:

1. El objetivo de la investigacion es determinar el impacto de la aplicacion de dos protocolos de electroterapia sobre
los pardmetros oxidativos de estudiantes sanos de la Escuela de Ingenierfa Civil Industrial, Universidad de
Valparaiso.

2. Mi participacién es voluntaria, tendrd una duracién no mayor a 2 meses, durante el segundo semestre del afio
2015 y consistira en asistir a 3 sesiones de electroterapia por semana durante tres semanas. Cada sesién de
electroterapia tendré una duracién de 15-30 minutos como maéximo. Ademés seré sometido a toma de muestras
de 10 ml de sangre antes de la aplicacién del protocolo de electroterapia y al término de éste.

3. La investigacién no ofrece riesgos para mi.

4. Los datos obtenidos seran confidenciales y resguardados por el investigador principal en los medios destinados
al almacenaje de datos (computador portatil y dispositivos de almacenamiento). Mis datos personales no seran
dados a conocer, y en su lugar, se utilizard un cédigo con un nimero y una letra y slo podran ser usados en
alguna otra investigacién cuyo objetivo no se aleje de los propésitos de este estudio. Los resultados podréan ser
divulgados en publicaciones de tipo académico-cientifico, resguardando mi identidad. Ademds, entiendo que
tendré acceso a los resultados, si yolo requiriera.

5. No recibiré remuneracién alguna por participar en este estudio.

6. Podré finalizar mi participacién si lo considerara necesario en cualquier momento sin que ello implique perjuicio
alguno para mi.

7. Si me surgiera alguna duda, podré consultarla al investigador principal y/o a sus colaboradores, en cualquier
momento de la investigacién, a quien/es podré contactar en los teléfonos 66079851 y 83736577 y correos:
marjorie.alfarod@alumnos.uv.cl / paz.garciac@alumnos.uv.cl.

9. De acuerdo a lo declarado por mi en este documento, firmo aceptando
Recibo una copia completa de este documento.

Nombre y Firma Participante Nony
RUT: RUT
Fecha: Fecha: 22 <40 -20AS-

Joan Qoém Montero,

Fecha: 22.,0- 20/5 "
&M\’d \IB ela Caueno Valparaiso, & .de . Qedvbre..... de 2015
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Anexo 5: Ficha Antropométrica de Martinez y Urdampilleta (2012)

Nombre v Apellido

Ewvaluacion N™

Fecha de evaluacion:

Sexo (Var:1; Muj: 0):

Fecha de Nacimiento:

Menstruacion:

Antropometrista/evaluador:

Anotador:

Medicinas basicas Toma Toma 2
1

Toma 3 Promedio/Mediana

Peso Corporal (kg)

Talla (cm)

Talla sentado {cm)

o | Lk | B | =

Envergadura (cm)

Pliegues cutineos (mm})

Subescapular

Tricipital

Bicipital

G| == | Oy | Lt

Supracrestal o cresta
iliaca

9 | Supraespinal o
suprailiaco

10 | Abdominal

11 | Muslo anterior

12 | Piema medial

Otros:

Perimetros (cm)

13 | Brazorelajado

14 | Brazo flexionado v

contraido
15 | Muslo medial
16 | Pantorrilla
17 | Cintura
18 | Cadera
Otros:

Diimetros (cm)

19 | Humero

20 | Mufieca

21 | Femur

Otros:

*Medidas del perfil restringido (ISAK mivel 1)
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Anexo 6: Documento de alianza entre Escuela de Kinesiologia y Escuela de

Ingenieria Civil Industrial, de la Universidad de Valparaiso.

% Universidad
deValparaiso
CHILE

ALIANZA ENTRE LA ESCUELA KINESIOLOGIA Y ESCUELA INGENIERIA CIVIL INDUSTRIAL DE
LA UNIVERSIDAD DE VALPARAISO

En Valparaiso, a 5 de Noviembre de 2014, se da comienzo al
desarrollo de la alianza de colaboracién académica entre la Escuela de Ingenieria Civil Industrial y
la Escuela de Kinesiologfa, representadas por sus Directores Sres. Hugo Zuloaga Orrego y Andrés
Orellana Uribe, respectivamente.

Esta alianza contribuye al desarrollo integral del alumnado,
promoviendo el intercambio de conocimientos y la posibilidad de evaluar pardmetros de salud,
elementos clave que beneficiardn directamente al alumnado.

Con esta alianza se pretende potenciar la actividades investigativas
y de extensién, donde se comenzard con el proyecto de tesis de la Escuela de Kinesiologia de la
Facultad de Medicina “Efecto de la Electroanalgesia y la Electroestimulacién Motriz sobre los
Pardametros de Estrés Oxidativo en Personas Sanas de 20 a 25 Afios de la Escuela de Ingenieria
Civil Industrial, Universidad de Valparaiso”, investigacién que sera realizada por las estudiantes
de 4°afio de la Escuela de Kinesiologia, Srtas. Marjorie Alfaro Durén y Paz Garcia Campos dirigida
por el Profesor kinesiélogo, Sr. Juan Cristidn Rojas Montero, Docente de la Escuela de Kinesiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

ESCUELA DE KINESIOLOGIA
FACULTAD DE MEDICINA

TO.PRADO FIEDLER
FACULTAD DE INGENIERIA
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Anexo 7. Datos antropométricos
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