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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto del consumo de tabaco, el nivel de actividad fisica y
el perfil antropométrico sobre el perfil REDOX en funcionarios de la Universidad
de Valparaiso, Facultad de Medicina.

Método: El presente estudio corresponde a un disefio observacional descriptivo
analitico, con una muestra no probabilistica con comparacion entre dos grupos.
La muestra la conformaron 12 sujetos de sexo masculino, con edades entre 35
y 55 anos, divididos en 2 grupos (Grupo fumadores y Grupo no fumadores)
funcionarios de la facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso, Chile.
En cada grupo se evalu6é parametros antropométricos (peso, talla, IMC e indice
C/E), parametros REDOX (indicadores de Dafo oxidativo y defensas
antioxidantes) y nivel de actividad fisica (GPAQ).

Resultados: No hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) para
las evaluaciones antropomeétricas, ademas la mayoria de los sujetos en estudio
presentaban un nivel de actividad fisica moderado. El grupo fumador presento
mayor darfio oxidativo (p<0.05) en comparacion al grupo no fumador. Ademas
de diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos respecto a las
defensas antioxidantes enzimaticas.

Conclusiones: E/ consumo cronico de tabaco genera un desbalance REDOX
predominando un estado oxidativo el cual promueve un aumento de las
defensas antioxidantes que no son suficientes para evitar el dafio oxidativo a
membranas y proteinas en la poblacion estudiada, la variable de consumo de
tabaco va a repercutir en el perfil REDOX del consumidor.

Palabras claves: Tabaquismo, actividad fisica, estrés oxidativo, defensa
antioxidante.



Abstract

Objective: To evaluate the effect of tobacco consumption, the level of physical
activity and the anthropometric profile on the REDOX profile in officials of the
University of Valparaiso, Faculty of Medicine.

Methods: The present study corresponds to an analytical descriptive
observational design, with a non-probabilistic sample with comparison between
two groups. The sample was made up of 12 male subjects, aged between 35
and 55 years, divided into 2 groups (Smoking group and Non-smoking group)
officials of the Faculty of Medicine of the University of Valparaiso, Chile.
Anthropometric parameters (weight, height, BMI and C / E index), REDOX
parameters (indicators of oxidative damage and antioxidant defenses) and level
of physical activity (GPAQ) were evaluated in each group.

Results: There were no statistically significant differences (p> 0.05) for
anthropometric evaluations, in addition, most of the study subjects had a
moderate level of physical activity. The smoker group showed greater oxidative
damage (p <0.05) compared to the non-smoker group. In addition to statistically
significant differences in both groups regarding enzymatic antioxidant defenses.

Conclusions: Chronic tobacco consumption generates a REDOX imbalance,
with an oxidative state prevailing, which promotes an increase in antioxidant
defenses that are not sufficient to prevent oxidative damage to membranes and
proteins in the studied population, the variable of tobacco consumption will have
an impact on the REDOX profile of the consumer.

Key words: Smoking, physical activity, oxidative stress, antioxidant
defense.



CAPITULO Il

Introduccién

En la actualidad el tabaquismo es considerado como una de las pandemias que
genera mayor amenaza de la salud publica. Anualmente mata a mas de 8,2
millones de personas donde 7 millones son consumidores directos de cigarrillos
y 1,2 millones son no fumadores expuestos al humo ajeno, conocidos como
fumadores pasivos. (OMS, 2019). El consumo directo e indirecto de cigarrillos
son considerados las principales causas de mortalidad, morbilidad y

discapacidad prevenibles. (OPS, 2013).

El consumo de cigarrillos es un factor de riesgo para padecer patologias
cronicas no transmisibles, donde es responsable del 71% de los canceres de
pulmén, 42 % de las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas, y de

cerca del 10 % de las enfermedades cardiovasculares. (Pla, 2016).

Se ha relacionado el aumento de las especies reactivas de oxigeno (EROS) y
de Nitrogeno (ERNS) con el consumo de cigarrillos producto del humo de
combustion de estos (Nagamma, 2011). EI humo del cigarrillo contiene una alta
concentracion de EROS incluyendo a Radicales libres, un grupo de EROS
altamente reactivos y de muy baja vida media, ademas de sustancias adictivas

y productos de combustion altamente nocivos para el organismo, que en



conjunto activan las respuestas inmunes gatillando reacciones inflamatorias que
desempenan un papel importante en la injuria tisular producto del desbalance
entre las especies oxidantes y las defensas antioxidantes propias del organismo

como las adquiridas a través de la dieta (Karademirci, 2017).

Tanto EROS como ERNS tendrian un rol importante en el mecanismo
fisiopatoldgico de las enfermedades mencionadas anteriormente (Filaire, 2013).
Pero es importante destacar que éstas, también tienen un papel esencial como
segundos mensajeros en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos como

apoptosis, supervivencia y vias de senalizacion (Filaire, 2013).

El rol de EROS y ERNS en el funcionamiento del organismo, depende del
equilibrio entre estas (sustancias Pro oxidantes) y la capacidad antioxidante del
organismo, lo que se denomina Balance 6xido reductivo (Balance REDOX). La
capacidad antioxidante de un organismo, que se ve influida por multiples
factores, dentro de ellos cabe destacar la dieta como el nivel de actividad fisica
(Filaire, 2013), dependiendo de la cantidad como la calidad de esta, la

capacidad antioxidante se puede ver aumentada o disminuida.

La organizacidon mundial de la salud (OMS) define a la obesidad como una
enfermedad cronica no transmisible y un factor de riesgo para patologias como
Diabetes Mellitus tipo I, Hipertensién, Dislipidemia, entre otros. La OMS define
sobrepeso en adultos con un indice de masa corporal (IMC) de 25-29,9 Kg/m2 y

la obesidad con un IMC superior o igual a 30 Kg/m2. La obesidad ha alcanzado



caracteristicas epidémicas a nivel mundial donde en el afio 2016, mas de 1900
millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales, mas de
650 millones eran obesos, estas cifras van relacionadas con datos de
sedentarismo, donde al menos el 60% de la poblacion mundial no realiza algun

tipo de actividad fisica (OMS, 2020)

La actividad fisica bajo el concepto de salud publica, es una de las estrategias
mas relevantes a implementar debido a sus beneficios en la salud de los sujetos
sanos como aquellos que padecen de alguna patologia (Barrera, 2017). Existe
relacion inversa entre el nivel de actividad fisica y la obesidad, siendo la
actividad fisica un factor que promueve la prevencion y controla los efectos
deletéreos de la obesidad, al generar mejoras en la funcion cardiovascular,
perfil lipidico, pérdida de la masa 6sea y muscular, ademas de beneficios en la

salud mental del sujeto (Cuadri, 2018).

La obesidad produce un estado proinflamatorio y por consiguiente un
desbalance oxido reductivo con un aumento de las EROS y una disminucion de
la capacidad antioxidante en el organismo, esto ya que la malnutricion por
déficit o por exceso se relaciona con un impacto de manera negativa sobre la

capacidad antioxidante (Salazar, 2019).

Tanto el aumento en la concentracion de EROS y ERNS como la disminucién
en la capacidad antioxidante de un organismo genera un desequilibrio en el

Balance REDOX conocido como Estrés oxidativo el cual tiene un rol esencial en



la patogénesis de variadas enfermedades, procesos de envejecimiento, etc.
(Filaire, 2013). La obesidad, por si sola, puede inducir estrés oxidativo sistémico

a través de diversos procesos bioquimicos (Manna, 2015).

Se ha demostrado que el aumento de triglicéridos a nivel intracelular reduce la
velocidad de la cadena de transporte de electrones causando desacoplamiento
y liberaciéon de EROS. (Garcia, 2017). Esta descrito que una reduccion en el
peso en sujetos con sobrepeso y obesidad, disminuye los marcadores de estrés
oxidativo, aumenta las defensas antioxidantes y reduce los factores de riesgo

patolégicos asociados a la obesidad (Manna, 2015).

Tanto el aumento en la concentracion de EROS y ERNS como la disminucion
en la capacidad antioxidante de un organismo genera un desequilibrio en el
Balance REDOX conocido como estrés oxidativo el cual tiene un rol esencial en
la patogénesis de variadas enfermedades, procesos de envejecimiento, etc.
(Filaire, 2013). La practica regular de actividad fisica como el entrenamiento
constante, promueve una mantencién del balance redox, influyendo tanto en la
generacion de EROS como en el aumento de la capacidad antioxidante

endégena. (Arquer, 2010).

Tanto el consumo de tabaco, como la inactividad fisica y la obesidad pueden
generar una alteracion del balance redox promoviendo un estado oxidativo

facilitando la generacion de enfermedades cronicas.



Es por esto que el propdsito de esta investigacion es medir los efectos del
consumo de tabaco en el Balance Redox de funcionarios de entre 35 y 55 afios
de la facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso, para conocer su
estado oxido reductivo, ademas a través de una encuesta evaluar el nivel de

actividad fisica y asi poder relacionar los resultados con los datos obtenidos.

A continuacion, dentro del marco tedrico se definiran los conceptos necesarios
para comprender la relacién entre el tabaquismo, obesidad, actividad fisica, el

desbalance oxido-reductivo (REDOX) y el dafio tisular.

Marco Tedrico

Tabaquismo

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define al tabaquismo como una
enfermedad adictiva cronica que evoluciona con recaidas. La nicotina es la
principal sustancia responsable de la adiccion, actuando a nivel del sistema
nervioso central, la cual tiene como caracteristica generar tolerancia,
dependencia fisica y psicologica (Liberman, 2018). Una de las herramientas
mas utilizadas para medir el grado de dependencia a la nicotina es el test de
Fagerstrom (ANEXO N° 1). Cabe mencionar que actualmente, el tabaquismo,
es considerado como una pandemia que genera la mayor cantidad gastos no
solo a nivel de salud publica, sino que también al costo del capital humano

producto de su morbimortalidad (OMS, 2019). (MINSAL, 2003)



El tabaquismo es la principal causa de enfermedad, discapacidad y muerte
prematura prevenible (OMS, 2015) y los fumadores pierden en promedio diez
afos de esperanza de vida en comparacién con los no fumadores (Thun, 2013),
sumado a esto se ha establecido una relacién negativa entre fumar vy la calidad
de vida, la magnitud de esta relacion es directamente proporcional a la cantidad
de cigarrillos consumidos, aquellos que consumen menos de 10 cigarrillos al
dia, la expectativa de vida promedio disminuye en 5 afos, y el riesgo de
padecer cancer de pulmoén aumenta en 20 veces, mientras que los que fuman
menos de 4 cigarrillos al dia, el riesgo de padecerlo es de 5 veces mas en
comparacién a un no fumador (Grossi, 2018).

Asi también el humo consumido de segunda mano parece estar asociado de la
misma forma con la calidad de vida (Goldenberg, 2014), causando asi una
pérdida de afios de vida saludables en los fumadores (Grossi, 2018). Dejar de
fumar mejora de manera significativa la calidad de vida y todo lo descrito
anteriormente se ha replicado en todo el mundo, independientemente del grupo
socioeconomico o de las culturas (Goldenberg, 2014).

Segun el ultimo informe de la Organizacion Panamericana de Salud (OPS),
Chile es el pais con la mayor prevalencia al consumo de tabaco con un 38,7%
(OPS, AfRo), entre los paises de América, y a nivel Nacional segun la Encuesta
Nacional de Salud, el 33,3% de los chilenos son fumadores (ENS, 2017).

El tabaquismo es un factor causal de diversas enfermedades que afectan a

todos los sistemas del organismo, mas aun, esta enfermedad afecta tanto a



fumadores como no fumadores (OMS, 2015). Una de las principales patologias
causadas por el consumo de tabaco es la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica (EPOC) (Salvi & Barnes, 2009; Eisner et al, 2010), enfermedad
pulmonar con una afectacion sistémica, la cual es la responsable de la mayoria
de los gastos en salud. Ademas, el consumo de cigarrillos es considerado como
uno de los principales factores de riesgos de las cuatro principales patologias
crénicas no transmisibles consideradas mas prevalentes en la actualidad, las
cuales son, las patologias cardiovasculares, cancer, patologias respiratorias
cronicas y diabetes mellitus tipo Il. (Barral, 2018).

Las patologias que afectan al sistema respiratorio implican una respuesta
inflamatoria en donde hay una activacién de células endoteliales, células
epiteliales, macréfagos residentes ademas de una activacion de neutréfilos,
eosinofilos, monocitos, y linfocitos (Colombo,2014).

Colombo (2014) relaciona el consumo de cigarrillos y su rol importante en la
activacion de vias celulares que promueven la inflamacién, la cual actua a
través de tres vias:

(i) Produccién de moléculas quimiotacticas directamente estimuladas por EROS
presentes en el humo de combustién del cigarrillo.

(i) Activacion de diversas vias de sefalizacion intracelular induciendo la
expresion de citoquinas y moléculas de adhesion.

(iii) Estimulacién de la remodelacién de la cromatina que promueve la expresion

de diversos genes con un rol proinflamatorio.



La inflamacién crénica a nivel pulmonar produce un engrosamiento de la pared
bronquial por lo tanto aumenta la resistencia al paso del aire, también hay
destruccion de alvéolos disminuyendo la cantidad de unidades donde ocurre el
intercambio gaseoso y una disminucion de la distensibilidad propia del tejido
pulmonar. (Paredes, 2017). Este proceso inflamatorio a nivel pulmonar genera
una respuesta de reparacién y remodelacion del tejido dafiado, donde hay un
reemplazo de elastina por colageno por lo tanto los componentes elasticos
pulmonares se ven disminuidos. (Franks, 2015)

Dentro de la composicion del humo generado por la combustion del cigarrillo se
pueden encontrar 4000 sustancias quimicas que son altamente toxicas, algunas
de éstas con alto potencial cancerigeno, ademas que cada cigarrillo produce

250 cc de humo. (MINSAL, 2003)

Obesidad y actividad fisica

Segun la OMS (2020), la obesidad se define como una acumulacion excesiva
de grasa la cual es perjudicial para la salud donde hay un desbalance entre la
ingesta y el gasto. El concepto de obesidad va de la mano con el IMC el cual es
un indicador para identificar el nivel de sobrepeso u obesidad en adultos donde
de 25-29,9 Kg/m2 es considerado sobrepeso y obesidad con un IMC superior o
igual a 30 Kg/m2. En la actualidad la obesidad es considerada como una

enfermedad cronica no transmisible la cual ha ido en aumento y que



actualmente se encuentra dentro de las grandes problematicas para la salud
publica a nivel mundial.

La obesidad se relaciona con el estilo de vida de las personas como la
inactividad fisica, consumo excesivo de alcohol, insuficientes horas de suefio y
habito tabaquico, ademas de factores propios de la persona como la edad,
sexo, genética, factores fisioldégicos, ambientales y socioeconémicos.
(Petterman, 2017).

En la obesidad el tejido adiposo presenta una alteracién en la funcién de
almacenamiento de grasas (Suarez, 2017), caracterizado por una acumulacion
anormal o excesiva como resultado de la hipertrofia y/o hiperplasia de
adipocitos (Savini, 2016). Ademas, se acompafa de una inflamacion crénica
que lleva a una activacién del sistema inmune y lipotoxicidad dada por los
adipocitos cuando alcanzan su maximo de almacenaje para grasas, lo cual es

un factor de estrés metabdlico (Salazar, 2019).

En la obesidad hay mayor numero de adipocitos y aquellos acidos grasos que
no logran depositarse en el tejido adiposo, se almacena en otros 6rganos
generando lipotoxicidad por acumulacién en forma reactiva de acidos grasos.
Ademas, el tejido adiposo de un sujeto obeso se caracteriza por tener mayor
numero de macrofagos infiltrantes los cuales son activados por acidos grasos

generando la activacion de una respuesta inflamatoria (Ricote, 2016).



Esta respuesta inflamatoria esta influenciada de manera directa por las
citoquinas y adipoquinas secretadas por el tejido adiposo como la leptina, factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-18), Factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), Proteina quimioatrayente de monocitos
1 (MCP-1), Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) e interleucinas
(IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13) y por consiguiente esta respuesta inflamatoria

cronica genera una desbalance oxido reductivo(Lifian, 2016).

La actividad fisica se entiende como cualquier movimiento producido por los
musculos esqueléticos que implican un gasto de energia. por ejemplo, caminar,
practicar yoga, bailar, nadar, trabajar en la huerta o jardin, entre otros. Son
movimientos corporales que se realizan con el fin de ejecutar una tarea, juego,
0 una actividad recreativa que benefician la salud. En sujetos adultos se
recomienda la realizacion de actividad fisica como minimo de 150 minutos
semanales de actividad fisica aerdbica, de intensidad moderada, o bien 75
minutos de actividad fisica aerdbica vigorosa cada semana, o bien una
combinacion equivalente de actividades moderadas y vigorosas. (OMS, 2018).

Se plantea que la practica de actividad fisica de manera regular es un protector
frente a la inflamacion crénica, produce cambios en el fenotipo de los
macrofagos pasando del fenotipo de macréfago M1, el cual es proinflamatorio, a
un fenotipo de macréfago M2, los cuales inhiben la actividad citotoxica.

Ademas, genera angiogénesis, aumento de la circulacién sanguinea, y
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regeneracion celular, disminuye la infiltracién de macrofagos, vasoconstriccion y

citoquinas inflamatorias. (Lifian, 2016).

Balance Oxido Reductivo

El Balance REDOX en sistemas biologicos se define como el equilibrio entre las
sustancias oxidantes y los mecanismos antioxidantes. Existen dos parametros
muy importantes para evaluar este equilibrio, la capacidad antioxidante total y el
estado oxidante total (Maciejczyk, 2018). Este concepto es un componente
critico en el proceso de envejecimiento, iniciacion y desarrollo de enfermedades
de notable mortalidad y morbilidad (aterosclerosis, cancer, enfermedades
autoinmunes, dafo por isquemia-reperfusion, entre otras) y estrechamente
vinculado con el estrés oxidativo en donde las especies reactivas de oxigeno
provocan dafio celular directo, ademas de actuar como segundos mensajeros
intracelulares al modular las vias de transduccién de sefiales (Martinez, 2005)

El rol fisiolégico de las EROS tiene relacion con la activacion e inhibicion de
procesos celulares que regulan la concentracion hormonal, ademas de estar
involucradas en la activacion enzimatica. Por ejemplo, las EROS inducen la
activacién del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas (NF-kB) responsable del control de la transcripcion del ADN.
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A nivel del sistema nervioso, la potenciacion a largo plazo relacionado con la
memoria, ha demostrado que requiere la participacion de EROS, también en el
sistema inmune actuan mediando respuestas inmunes y ayudando en el
mecanismo de defensa contra patdégenos, ademas de participar en la

produccion de células T reguladoras. (Zuo, 2015).

Estrés oxidativo

El Estrés Oxidativo se da en las células y tejidos cuando hay un desbalance
entre las sustancias Pro-oxidantes y Antioxidantes, particularmente, éste se
puede instaurar con un aumento de las sustancias pro-oxidantes, una
disminucién de las defensas antioxidantes, o una combinacién de ambas
(Viada, 2017). Esta condicién provoca la oxidacion de diversos componentes
tisulares y celulares tales como lipidos, proteinas y ADN, lo cual puede
modificar la funcidn de estas macromoléculas alterando la funcion y la

indemnidad celular y tisular (Kalyanaraman, 2013).

El antioxidante se define como cualquier sustancia o proteina capaz de
disminuir la generacién de EROS, evitar el dafio oxidativo y promover la
reparacion de las macromoléculas afectadas. En condiciones normales los
antioxidantes se encuentran en una concentracion suficiente para evitar el dafio
oxidativo, pero permitiendo la accion fisioldgica de las sustancias oxidantes

(Balance REDOX) (Finkel, 2000), la actividad antioxidante en condiciones de
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normalidad se adecua a las demandas sistémicas aumentando cuando existe
una mayor cantidad de sustancias prooxidantes, proceso que muchas veces
conlleva la transcripcion de complejos enzimaticos y por tanto es una respuesta

lenta considerando la vida media de las EROS. (Kalyanaraman, 2013).

En la normalidad el organismo cuenta con mecanismos de saneamiento tanto
de las EROS como del dafo producido por estas, como lo es el glutation y su
complejo enzimatico, las vitaminas C y E, y las enzimas, incluyendo las
catalasas, peroxidasas y superoxido dismutasas. Un aumento de los niveles de
EROS o una disminucién en la capacidad antioxidante endégena puede generar
procesos celulares que son sensibles a estados REDOX, como la apoptosis
mediada por la via mitocondrial, secundario a la alteracion en la permeabilidad

de la membrana externa mitocondrial. (Coen, 2015).

A continuacion, para comprender de mejor manera se definen las principales

especies reactivas de oxigeno y sus roles dentro del organismo.

Especies reactivas de Oxigeno

El oxigeno es vital para la supervivencia de los organismos aerobicos, durante
el metabolismo aerdbico en una célula normal se generan entre 30-32
moléculas de Adenosin trifosfato (ATP) de una molécula de oxigeno. Durante
este proceso el oxigeno es reducido a una molécula de agua, en el cual se
realizan cuatro reducciones de forma consecutiva. Ademas, el oxigeno es un
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cofactor esencial en muchas oxidaciones biolégicas, como en el Burst oxidativo
generado por los fagocitos, y en la metabolizacion de algunos farmacos.

(Kalyanaraman, 2013)

Las EROS son metabolitos del oxigeno reducido que poseen una alta
capacidad oxidante, estas se producen de manera normal en el organismo,
dentro de estos procesos destaca la produccion de anion radical superoxido en
el metabolismo aerdbico, la metabolizacion de sustancias (peroxisomas y
citocromo p450), defensa inmune (NADPh oxidasa) y regulaciéon del tono
vasomotor y comunicaciéon nerviosa (Oxido nitrico sintasa desacoplada).

(Carvajal, 2019).

Estas tienen propiedades quimicas inherentes que confieren reactividad a
diferentes componentes biolégicos. Las EROS a menudo estan asociadas con
el principio de estrés oxidativo, o que sugiere que causan patologias a través
del dano de proteinas, lipidos y ADN entre otros componentes que se ven
afectados por el aumento de EROS (Schieber, 2014). Pero, por otra parte,
cuando se encuentran en concentraciones controladas, su rol es actuar como
moléculas de sefializacion en el mantenimiento de algunas funciones
fisiolégicas y biolégicas (Schieber, 2014), por ejemplo, en la activacién de la
autofagia (Scherz-Shouval, 2011). Las EROS cumplen un rol importante en la
proliferacion, diferenciacion, supervivencia y metabolismo celular, ademas de la

transduccion de senales (Salas, 2017).
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Radicales libres

Dentro de las EROS se encuentran los radicales libres, éstos corresponden a
un atomo o molécula con un solo electréon no apareado en su ultimo orbital. Los
electrones son mas estables cuando se encuentran apareados en los orbitales
por lo tanto los radicales libres son reactivos frente a otras especies debido a su
inestabilidad. El electron desapareado del radical libre puede donar su electron
a otra molécula o formar un par electrénico con el electron de otra molécula, sin
embargo, en cualquiera de estas dos situaciones la otra molécula se transforma

en radical libre (Carvajal 2019).

Dano oxidativo a macromoléculas

Las EROS tienen el potencial de interactuar, desestabilizar y danar a diversas

estructuras celulares, dentro de las cuales destacan: ADN, lipidos y proteinas.

i) Dafio al ADN: Ocurre un dafo oxidativo en los acidos nucleicos, donde el
ADN mitocondrial es mas danado que el ADN nuclear debido a la cercania del
lugar donde se generan EROS. Aqui el radical hidroxilo juega un rol importante
ya que reacciona directamente en los componentes del ADN, ocurre una
pérdida de la continuidad de uniones mono y bicatenarias en el ADN, junto con

producir alteraciones en la estructura helicoidal. El dafio producido por el radical
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hidroxilo produce 8-hidroxi desoxiguanosina considerada como biomarcador del
dafio oxidativo en el ADN, ademas de estar relacionado como carcinogénesis,

mutagénesis y envejecimiento.

ii) Lipidos: Dentro de los lipidos de membrana los mas susceptibles al dafo
oxidativo son acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos, aqui ocurre la
lipoperoxidacién, una reaccion en cadena iniciada por EROS, la cual genera
una disminucion de la fluidez de la membrana, inactivacién de las enzimas
unidas a la membrana y receptores. La peroxidacion lipidica ocurre cuando
cualquier radical libre ataca y extrae hidrégeno de un grupo metileno en un
acido graso dando la formacién de un radical lipidico, este puede reaccionar
con el oxigeno molecular para formar un radical peroxilo lipidico el cual se
reordena mediante una reaccion para formar endoperoxidos, que finalmente
forman malondialdehido (MDA) el cual es un producto final téxico de la

peroxidacion de lipidos que causan dafo al ADN. y proteinas.

iii) Proteinas: Las EROS oxidan aminoacidos que se encuentran dentro de las
proteinas y pueden alterar ciertos enlaces (como puentes disulfuros), lo que da
como resultado enlaces cruzados proteina-proteina generando asi una
desnaturalizacion de estas, llevando a una pérdida o alteracion de su actividad
enzimatica y de la funcion de los receptores y proteinas de transporte. Esta
oxidacion puede ser producida por diversas EROS dentro de las cuales destaca

el anion radical superdxido y el radical hidroxilo. (Phaniendra, 2015)
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Anion Radical superéxido (Oy)

Corresponde al radical en mas abundancia a nivel celular, su formacién
principalmente es en la cadena transportadora de electrones (Corrales, 2012).
Esta molécula corresponde al primer paso en la reduccién univalente del
oxigeno, y es generado por la reduccion parcial del oxigeno (Takakashi &
Asada, 1983), ademas esta molécula es de carga negativa, con alta reactividad
y con una vida util en el organismo de pocos segundos, sin embargo, es dafino

cuando aumenta su biodisponibilidad (Kalyanaraman, 2013).

Peréxido de Hidrégeno (H,0,)

Especie reactiva de oxigeno estable que se encuentra en su mayoria en la
matriz mitocondrial, la cual puede cruzar membranas y afectar sectores
aledanos a su génesis. Presenta una actividad reactiva de gran importancia ya
que en presencia de hierro es capaz de formar el radical hidroxilo. Esta
molécula se forma a través de una reduccion parcial del oxigeno o en la
dismutacion del radical superoxido por la enzima superdxido dismutasa (SOD).

(Corrales, 2012).

Oxido Nitrico (NO.)

Es un radical libre, generado enzimaticamente por la accion de la enzima NOS
(Nitric Oxide Synthase), es permeable a la membrana celular, lo que le permite

difundir a las células adyacentes y participar de vias de sefializacién, dentro de
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la cual destaca la vasodilatacion local. Ante la presencia de anion radical

superoéxido se puede generar peroxinitrito.

La disminucion de su biodisponibilidad promueve la vasoconstriccion, el
aumento del estrés de roce y por tanto la generacion de placas

arteroscleroticas. (Farah y cols, 2018).

Radical Hidroxilo (OH')

Especie radicalaria que posee una alta reactividad, su vida media es corta ya
que reacciona muy rapidamente con blancos celulares como ADN, proteinas,
lipidos y carbohidratos. A nivel enzimatico no hay fuente antioxidante contra
esta especie radicalaria lo que la hace una de las especies reactivas de oxigeno

con mayor capacidad de generar dafio a nivel celular. (Corrales, 2012).

Peroxinitrito (ONOO-)

Anién con alta actividad reactiva que incluso dafia al ADN ademas de nitrar
proteinas, por lo tanto, altera su funcién afectando a su vez a la regulacién
celular. Este anion es formado por la reaccion entre 6xido nitrico y anion radical

superoéxido (Pacher y cols, 2007).

Defensas antioxidantes:

Como se comentd previamente, las EROS son necesarias para el

funcionamiento del organismo, sin embargo, cuando se encuentran en elevadas
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concentraciones pueden generar dafnos. Es por eso que frente a esto y con el
fin de regular, estan las defensas antioxidantes enzimaticas que son fuentes
enddgenas, propias del organismo, las cuales juegan un rol importante en la
prevencion del dafo producto del exceso de EROS. También se encuentran las
defensas antioxidantes no enzimaticas o exdgenas, las cuales se adquieren
mediante la alimentacion, una misma molécula puede tener varios mecanismos

antioxidantes por lo tanto entrega una proteccién mas completa al organismo.

Antioxidantes enzimaticos:

Superéxido Dismutasa (SOD)

SOD1 se ubica principalmente en citosol y en la intermembrana mitocondrial,
mientras que SOD2 se ubica en la matriz mitocondrial evita la acumulacién de

superoéxido, que puede dafar o inactivar proteinas (Schieber, 2014)

Catalasas

La enzima catalasa tiene por funcién catalizar la reaccion deH202aO2yH
2 O, cuenta con una estructura de 4 subunidades, una de las cuales contiene
un sitio de unién a NADPH el cual actia como cofactor. Esta enzima se
encuentra ampliamente presente en los organismos aerdbicos, presentando
diversas subfamilias, siendo la catalasa humana perteneciente a la subfamilia

Clase 3. (Pons,2008)
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Complejo glutation peroxidasa, glutation reductasa

La enzima glutatiéon peroxidasa tiene por funcion catalizar la reaccién de H H20
2 o0 LOOH (Peroxyl Radical) en H 2 O, utilizando como cofactor GSH (Reduced
Glutathione), formando como consecuencia GSSG (Oxidized Glutathione), el
cual es nuevamente reducido por la accion de la enzima glutation reductasa,

utilizando como cofactor NADPH (Fig.6). (Espinoza y cols, 2008)

Antioxidantes no enzimaticos:

Moléculas de sacrificio

Los antioxidantes pueden actuar como moléculas de sacrificio, oxidandose al
ceder un electrén para estabilizar a una especie reactiva de oxigeno. El
antioxidante, ahora oxidado, es mas estable y menos dafino que la especie
reactiva de oxigeno, por lo cual se disminuye el dafio a las macromoléculas

celulares aledafias (Nimse, 2015)

Quelantes

Su actividad se basa en disminuir la disponibilidad de metales, con lo cual se
disminuye la generacion del radical Hidroxilo por la reaccion de Fenton /

Haber-Weiss. (Adjimandi y Asare, 2015)
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Inductores

Otro medio de accidon de algunos componentes con propiedades antioxidantes
corresponde a la induccién de defensas antioxidantes enddgenas, esto puede
ser realizado a través de la facilitacion de la liberacion del Factor nuclear 2
derivado del eritroide 2 (NRF-2) y su translocacion al nucleo, o a través de un
mecanismo de prooxidacion, induciendo entonces un estrés oxidativo

fomentando la transcripcion de defensas enddgenas. (Kubo y cols, 2017)

Tabaquismo y Balance REDOX

El humo de cigarrillo es una mezcla de numerosos quimicos cancerigenos,
toxicos, junto con radicales libre estables y EROS, estos ultimos tienen un rol
significativo en la toxicologia del humo de cigarrillo. (Valavanidis, 2009)

En cuanto a la inhalacion de los productos de combustion del tabaco, esto
promueve una inflamacion crénica, promoviendo una remodelacién de la via
aérea con una limitacion del flujo aéreo. La combustion del tabaco genera
especies reactivas de oxigeno, Zhao (2012) establecié que el humo de cigarrillo
convencional y cigarrillo “light” (el cual presenta un contenido menor de
alquitran y nicotina) presentan una cantidad total de especies reactivas de
oxigeno de 120-150 nmol y 90-110 nmol, respectivamente. Estas sustancias
son capaces de generar la activacion de cadenas inflamatorias en el epitelio

respiratorio promoviendo un desbalance oxido reductivo, lo que conlleva un
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aumento de las sustancias oxidativas y una disminucion de las defensas
antioxidantes provocando un estrés oxidativo (Coen, 2015).

Las EROS vy los radicales libres encontrados en el humo de cigarrillo son
considerados como los principales promotores de la peroxidacion lipidica de los
lipidos de la membrana celular, lo cual aumenta la probabilidad de que exista
una disfuncién endotelial, ateroesclerosis y patologias futuras. (Valavanidis,
2009). Cuando existe lipoperoxidacion se generan productos finales de esta
reaccion los cuales se pueden medir para cuantificar el dafio sufrido por las
membranas celulares, dentro de estos marcadores destaca el malondialdehido,
una de las principales consecuencias de la lipoperoxidacién es una alteracion
en la fluidez e integridad de la célula lo cual disminuye la viabilidad de esta.

(Jaggi, 2015).

Las EROS que se encuentran en la fase gaseosa al consumir cigarrillos genera
una destruccion de los antioxidantes endégenos, disminuyendo las defensas
propias del organismo frente a estas. (Valavanidis, 2009). Ademas, el humo de
cigarrillo induce el plegamiento y agregacion de proteinas, junto con un estrés
en el reticulo endoplasmatico de las células ubicadas en el epitelio bronquial
humano, al aumentar la activacion de NADPH oxidasa y la produccion de EROS

(Lin, 2012).

Obesidad y Balance REDOX
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Estudios han demostrado una fuerte asociacion entre obesidad, estado redox
alterado e inflamacion, los sujetos obesos ademas suelen mostrar niveles
elevados de ERNS, EROS, defensas antioxidantes deterioradas y niveles
elevados de adipoquinas inflamatorias (Savini, 2016). La obesidad es un estado
cronico que se relaciona con la produccion de radicales libres a través de
diversas vias: hiperglucemia, actividad muscular aumentada, defensas
antioxidantes inadecuadas, oxidacion de lipidos, inflamacion crénica,
hipertension e hiperleptidemia son algunos posibles contribuyentes al estrés
oxidativo en personas con obesidad (Manna, 2015 & Piva, 2011). La
hiperglucemia esta relacionada con la formacion de productos finales de
glicosilacion avanzada, a partir de proteinas, lipidos y acidos nucleicos que se
unen con receptores especificos de la superficie celular, generando EROS
(Piva, 2011). La sobrealimentacién alta en grasas, especialmente en acidos
grasos trans y saturados, y altos en carbohidratos promueven estrés oxidativo e

inflamacion en diferentes tipos de células (Savini, 2016).

En sujetos obesos el estrés oxidativo esta relacionado de manera tan estrecha
con la inflamacién como para desencadenar un circulo vicioso donde las
sustancias pro-oxidantes activan factores de transcripcion sensibles a
alteraciones redox como NF-kB y proteina activadora-1 (AP-1) las cuales
impulsan la expresion de citoquinas proinflamatorias, estos mediadores a su
vez, aumentan la produccion de EROS contribuyendo asi a la aparicion vy
mantenimiento del estrés oxidativo (Savini, 2016)
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VARIABLES EN ESTUDIO

Tabla N° 1: Variables en estudio

Variable | Sub-va | Tipo Definicion Dimensiones Operaci
riables onalizaci
on
Antropom | indice Indepe | El indice de IMC: IMC =
etria ?neasa ndiente rcno?;?)ral Baijo 18.5 Kg/m2
corpora (IMC), que peso gg/m
[ (IMC) relaciona el
peso
con la Norm | 18.5-
estatura, al 249
es una Kg’/m
medida 2
confiable y
valida para
identificar a Sobre | >0
adultos en peso | igual
riesgo 25.0-
de mortalidad 29,9
Kg/m
morbilidad, 2
debido a
sobrepeso u
obesidad: Obesi | >0
IMC = dad igual
peso (kg) / 30
estatura2 Kg/m
(m). 2
Se considera
sobrepeso a }
una Obesi | 30.0-3
persona con || dad 4.9
un clase | Kg/m
IMCigualo || 2
superior a 25
Yy .
obeso desde Obesi | 35.0-3
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un_ dad | 9.9
IMC igual o clase [ Kg/m
mayor a 30. I o
Obesi | >0
dad igual
clase | a40
1] Kg/m
2
Guia clinica
2008 Examen
Medicina
Preventiva.
(OMS)
indice Indepe | El indice Hombres: IC/E =
cintura | ndiente | cintura/ Bajo riesgo < cintura
estatur estatura 0,56 (cms)
a tiene una Alto Riesgo /estatura
gran =0,56 (cms)
capacidad
para
predecir
factores
de riesgo
relacionados
con
la obesidad
en
nifos y
adultos,
siendo un
predictor de
mortalidad
general
Dano TBARS | Depend | Prueba que Concentracién nM
oxidativo iente permite de MDA
estimar el
dafio
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oxidativo a
lipidos
(lipoperoxida
cion)

Carboni | Depend | Prueba que Concentracién mol
los iente permite grupo carbonilo | carbonilo
estimar el s/protein
dafio a as
proteinas
PAOP Depend | Prueba que Concentracién nM
iente permite de productos
estimar avanzados de
productos oxidacion de
avanzados proteinas
de oxidacion
de proteinas
GSH/G | Depend | Prueba que Relacion entre
SSG iente permite la concentracion
estimar la de glutatién
relacion que | oxidado y
existe entre reducido
la cantidad
de glutatiéon
oxidado y
reducido
Capacidad | SOD Depend | Ensayo que | Actividad U enzima
antioxidan iente estima la enzimatica SOD/ mg
te actividad proteina
enzimatica antioxidante
de la enzima
SOD
Catalas | Depend | Ensayo que | Actividad U enzima
as iente estima la enzimatica CAT / mg
actividad proteina

antioxidante
de la enzima
catalasa
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Capacidad | TRAP Depend | Ensayo que Concentracién nM
antioxidan iente mide la equivalente de
te no capacidad Trolox
enzimatica antioxidante
total en
sangre
CAPITULO Il
METODOLOGIA

Pregunta investigacion

¢ Pueden el consumo de tabaco, la actividad fisica y el perfil antropométrico
influir en el perfil REDOX de funcionarios de entre 35-55 afios de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Valparaiso?

Hipoétesis de investigaciéon

1. El consumo de tabaco tendra un efecto negativo sobre el perfil oxidativo
en los funcionarios de entre 35-55 afos de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Valparaiso.

2. La inactividad fisica tendra un efecto negativo sobre el perfil oxidativo en
los funcionarios de entre 35-55 anos de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Valparaiso.
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3. Un perfil antropométrico alterado tendra un efecto negativo sobre el perfil
oxidativo en los funcionarios de entre 35-55 afios de la Facultad de Medicina de

la Universidad de Valparaiso.

Objetivo general:

Evaluar el efecto del consumo de tabaco, el nivel de actividad fisica y el perfil
antropomeétrico sobre el perfii REDOX en funcionarios de la Universidad de

Valparaiso, Facultad de Medicina.

Objetivos especificos

° Describir el perfil antropométrico y el nivel de actividad fisica de los
grupos de estudio
° Determinar el perfii REDOX de los grupos de estudio (Dafo oxidativo,

Defensa antioxidante enddgena y defensa antioxidante exdgena).

° Evidenciar diferencias de los parametros evaluados entre los grupos de
estudio.
° Evaluar el nivel de correlaciéon entre las variables estudiadas.
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Apr ion del comité

Una vez seleccionado el tema y desarrollado como proyecto, fue enviado
siendo aprobado por el comité de bioética de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Valparaiso el 20 de junio del 2019 (Anexo n°2)

1.1. Proceso de reclutamiento

Una vez aceptado el estudio por parte del comité de bioética se procede al
proceso de reclutamiento de funcionarios de la Universidad de Valparaiso, en

donde se realizaron los siguientes eventos enumerados:

1. Se solicitd la constancia del decano de la Facultad de Medicina, Universidad
de Valparaiso Dr. Antonio Orellana Tobar para la participacion de los

funcionarios de la Facultad en esta investigacion. (Anexo n°3).

2. Elaboracion de Encuesta para determinar Criterios de Inclusién y Exclusion

(Anexo n°4).

3. Elaboraciéon del afiche publicitario para invitar a los funcionarios de la

Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso (Anexo n°5)

4. Se procedio a enviar el afiche publicitario via mail a las Secretarias Docentes
de todas las carreras de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Valparaiso.
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5. Se pegaron afiches publicitarios por las dependencias de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Valparaiso.

6. Se realizé una capacitacion para la medicién de técnicas REDOX impartido

por el laboratorio de bioensayos de la Universidad de Valparaiso.

7. Se recepcionaron todos los mails enviados por los posibles participantes y
fueron citados para la lectura del consentimiento informado, posterior de la
lectura su firma si gusta de participar, y fue aplicada la encuesta de criterios de

inclusion y exclusion.

8. Se llevo a cabo la investigacion con todos los sujetos que firmaron de manera
voluntaria el consentimiento informado y cumplieron con todos los criterios de

inclusion y exclusion.

Una vez terminada la primera parte, se planifico realizar la segunda parte
relacionada a dafo oxidativo, pero por motivos de fuerza mayor no se pudo
llevar a cabo postergandose al afio 2020. Durante la primera semana de marzo
del 2020 el equipo de estudiantes se reunio junto a los profesores guias y el
profesor Carlos Jara, para coordinar la fecha de toma de muestras, quedando
pendiente a la confirmacion del enfermero del laboratorio quien realizaria la
extraccién de los 10 ml de sangre por paciente y asi poder comenzar con la
aplicacion de técnicas para la medicion de parametros oxidativos. Una vez
confirmadas las fechas se procedié a tomar las muestras correspondientes al

grupo de fumadores el dia lunes 2 de marzo y en ese mismo dia se prepararon
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las muestras y se realizo la prueba de TBARS, la segunda fecha para la toma
de muestras del grupo de no fumadores se realiz6 el viernes 6 de marzo y al
igual que en el primer grupo se realizé TBARS. La segunda semana de marzo
se trabajoé en el laboratorio de lunes a viernes, de 9:00-17:30 realizando las
siguientes pruebas: Carbonilos (9 de marzo), PAOP y proteinas totales (10 de
marzo), SOD (11 de marzo), CAT y TRAP (12 de marzo) y GSH/GSSG (13 de
marzo), quedaron pruebas pendientes y otras que se tenian que repetir

producto de la situacion mundial provocada por el COVID-19: SARS-CoV-2

Criterios de selecciéon de la muestra

Durante el proceso de seleccion de la muestra, se aplicaron los criterios de

exclusion e inclusion los cuales se puede visualizar en la Tabla N°2 y Tabla N°3

Criterios de Inclusién y Exclusiéon Grupo Fumador:

Tabla N° 2: Criterios Inclusion y exclusiéon grupo fumador

Criterios de Inclusion Criterios de Exclusion

° Los sujetos deben | e Sujetos con diagnéstico médico de
ser de sexo masculino. cancer pulmonar.

° Los sujetos deben | e Sujetos deportistas de alto rendimiento
estar en un rango de edad | o Sujetos con Infarto al miocardio menor

entre los 35 a 55 anos
° Los sujetos deben
ser sedentarios (Es decir

a 1 mes.
° Sujetos con diagndstico médico de
miocarditis o pericarditis.
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que no realicen al menos
150 minutos de actividad

° fisica)

Los pacientes deben ser
fumadores  activos de
cigarrillos de tabaco (Aquel
que fuma

° Sujetos con diagndstico médico de
Angina inestable.

° Sujetos con neumotoérax reciente (2
semanas tras la resolucion).

° Sujetos con diagndstico médico de
inestabilidad hemodinamica.

° Sujetos con aneurisma adrtico de gran
tamano o que ha crecido.

° Sujetos con aneurisma cerebral
complicado.

° Sujetos con desprendimiento de retina
reciente (1 mes).

° Sujetos con diagndstico médico de
sindrome de hipertension endocraneana.

° Sujetos con crisis de hipertension
arterial/ Hipertensién arterial sistémica no
controlada.

° Sujetos con posoperatorio de biopsia
pulmonar (una semana).

° Sujetos con posoperatorio de cirugia
abdominal o genitourinaria.

° Sujetos con diagnéstico médico de
incontinencia urinaria.

° Sujetos con diagnéstico médico de
insuficiencia cardiaca.

° Sujetos con diagnéstico médico de
Limitacién cronica al flujo aéreo.

° Sujetos con diagnéstico médico de
cancer pulmonar.

° Sujetos con alguna discapacidad fisica
que impida realizar la prueba.

° Sujetos con diagnéstico médico de

arritmias cardiacas.

Sujetos con un asma no controlado (tres o
mas caracteristicas del asma parcial controlada
presentes en cualquier semana, con una
exacerbaciones por semana, GINA,2008).

Criterios de Inclusién y Exclusiéon Grupo No Fumador:

Tabla N° 3: Criterios Inclusién y exclusiéon grupo no fumador
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Criterios de Inclusién

° Los sujetos deben
ser hombres
° Los sujetos deben

estar en un rango de edad
entre los 40 a 50 afos

° Los sujetos deben
ser sedentarios (es decir
que no realicen al menos
150 minutos de actividad
fisica a la semana)

Criterios de Exclusién

° Sujetos fumadores activos de cigarrillos
en al menos 10 afios.

° Sujetos con diagnéstico médico de
cancer pulmonar.

° Sujetos deportistas de alto rendimiento.
° Sujetos con Infarto al miocardio menor a
1 mes.

° Sujetos con diagndstico médico de
miocarditis o pericarditis.

° Sujetos con diagndstico médico de
Angina inestable.

° Sujetos con neumotdérax reciente (2
semanas tras la resolucion).

° Sujetos con diagnéstico médico de
inestabilidad hemodinamica.

° Sujetos con aneurisma adrtico de gran
tamafo o que ha crecido.

° Sujetos con aneurisma cerebral
complicado.

° Sujetos con desprendimiento de retina
reciente (1 mes).

° Sujetos con diagnéstico médico de
sindrome de hipertension endocraneana.

° Sujetos con crisis de hipertension
arterial/ Hipertension arterial sistémica no
controlada.

° Sujetos con posoperatorio de biopsia
pulmonar (una semana).

° Sujetos con posoperatorio de cirugia
abdominal o genitourinaria.

° Sujetos con diagnéstico médico de
incontinencia urinaria.

° Sujetos con diagnéstico médico de
insuficiencia cardiaca.

° Sujetos con diagnéstico médico de
Limitacion cronica al flujo aéreo.

° Sujetos con diagndstico médico de

cancer pulmonar.
Sujetos con alguna discapacidad fisica
° que impida realizar la prueba.
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° Sujetos con diagnéstico médico de
arritmias cardiacas.

Sujetos con un asma no controlado (tres o mas
caracteristicas del asma parcial controlada
presentes en cualquier semana, con una
exacerbaciones por semana, Guia Clinica 2008
“Asma Bronquial del Adulto”.)

Poblacioén:

1. Universo: Funcionarios de la Facultad de Medicina, Universidad de
Valparaiso, ubicada en Angamos 655, Renaca, Vida del Mar, de sexo
masculino.

2. Poblacion: Funcionarios de la Facultad de Medicina, Universidad de
Valparaiso, ubicada en Angamos 655, Refaca, Vifa del Mar, de sexo

masculino. Entre 35 y 55 afos.

Muestra:

Previo a determinar la muestra definitiva, los sujetos contactados fueron

invitados a participar del estudio mediante la firma de un consentimiento

informado. Este documento (Anexo n°6) contiene informacién para el sujeto

acerca de las caracteristicas y el proposito de este estudio, ademas de explicar

su participacion dentro del desarrollo de la investigacion. El consentimiento
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informado utilizado en este estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso. Cabe sefialar que los
sujetos que accedieron a participar firmaron voluntariamente el consentimiento
informado, previa lectura completa de su contenido y tomando consciencia de
las implicancias de su participacion, tal y como se estipula en el mismo

documento.

Finalmente, la muestra definitiva conté con 12 sujetos, los cuales se agruparon

en grupo de fumadores de cigarrillos (n=4) y un grupo de no fumadores (n =8).

Al grupo de fumadores se les aplicé Test de Fagerstrom, encuesta de
frecuencia alimentaria y encuesta de actividad fisica de la OMS, ademas de
medicion de parametros REDOX, mientras que al grupo de sujetos no
fumadores se les aplico la encuesta de frecuencia alimentaria y encuesta de

actividad fisica de la OMS, ademas de medicion de parametros REDOX.

Para la determinacion de los parametros REDOX se utilizaron los siguientes

materiales, equipos y reactivos, los cuales son nombrados a continuacién:

Materiales:

Extraccién de muestra sanguinea
Jeringas hipodérmicas estéril de 10 mL

Tubos heparinizados. Marca Vacutainer ®

Algodén hidréfilo prensado
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Alcohol 95%

Parche adhesivo

Determinacidon de parametros REDOX

Instrumentos de medicién
Espectrofotometro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601

Software estadistico Graphpad Prisma 8.

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

Vértex, Marca, modelo 37600 Mixer

Sonicador. Marca ElIma, modelo TRANSSONIC 310

Bano termoregulado. Marca K, modelo YCW — 04M (11 L)
Micropipeta. Marca GILSON (volumenes 1-10 uL, 20-200 pL, 100-1000 yL y 1-5
mL)

Macbook Air, 13-inch, 2017, N° Serie C02V1BLCJ1WK

Software Microsoft Office 365. Version 16.15 (180709)
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Reactivos
Tabla N°4. 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,CO,)

DNPH: 2,4 dinitrofenilhidracina

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

Etanol

Fosfato de disédio (Na,HPO,)

Fosfato sédico dihodrogenado (NaH,PO,)

Folin-Ciocalteu

Hidroxido de Sodio (NaOH)

Peroxido de Hidrogeno (H,O,)

Sulfato de cobre (CuSO,)

Tartrato Sodio Potasio (KNaC,H,Og)

TBA: acido tiobarbiturico

TCA: acido tricloroacético

Xantina

Xantina Oxidasa (XO)

Urea

Una vez firmado el consentimiento informado por parte de los sujetos para la

participacion en el estudio, se les citd el dia lunes 2 de marzo del 2020 al grupo

de no fumadores y el dia viernes 6 de marzo del 2020 al grupo fumadores para

una extraccion de 10 mL de muestra sanguinea para ser utilizada en la

medicion de parametros REDOX
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Evaluacion del Daino oxidativo:

Posterior a la extraccion de la muestra sanguinea en cada grupo, se procedio a
realizar el protocolo de lavado de sangre (Anexo n° 7), realizacion de la prueba
para TBARS (Esterbauer et al. 1992) y a la preparacién de las muestras para la
posterior realizacién de los protocolos faltantes con relacién a dafio oxidativo y

defensa antioxidante endégena y exdégena.

TBARS (Esterbauer et al.,1992) (Anexo n°8)

La técnica TBARS tiene la finalidad, a través de un analisis bastante simple, de
evaluar la reaccion de TBA con el malondialdehido (MDA), presente en una
muestra biolégica. EI MDA es un producto de término del proceso de
lipoperoxidacién, ampliamente utilizado en el area del estrés oxidativo. La
concentracion de MDA es, por lo tanto, evidencia de oxidacion de membranas

lipidicas y biomarcador de dafio oxidativo.

Durante la semana del 9 de marzo al 13 de marzo del presente afo se
trabajaron en ambos grupos medidos (fumadores y no fumadores) a través de

las siguientes pruebas, las cuales seran descritas segun el orden de aplicacion:

Carbonilos (Levine et al.,1990): (Anexo n°9)

Esta prueba fue aplicada durante el lunes 9 de marzo del 2020.

El estrés oxidativo genera productos de oxidacion, en el caso de la oxidacién de
proteinas uno de estos productos son los grupos carbonilos. Este método se
basa en la reaccion de los grupos carbonilos con la 2-4-dinitrofenilhidrazina,
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formando 2-4-dinitrofenilhidrazona de color amarillo el que es detectado a 370

nm.

Posterior a la aplicacién de la prueba de carbonilos, el dia martes 10 de marzo

se aplicaron las siguientes pruebas:

Productos avanzados de oxidacion de proteinas PAOP: (Anexo n°10)

Las proteinas son susceptibles al dafio por radicales libres dando lugar,
mediante reacciones de agregacién, entrecruzamiento y fragmentacién a los

productos avanzados de oxidacidén de proteinas.

Evaluacion de la Defensa Antioxidante

Proteinas totales (Anexo n°11)
La concentracion total de proteinas sera determinada por medio de la reaccion

entre los residuos de tirosina presentes en la muestra y el reactivo de Folin-
Ciocalteau, usando albumina como patrén. La reaccibn es medida

espectrofotométricamente.

SOD (Fridovich, 1995): (Anexo n°12)
Esta técnica se aplicoé durante el dia miércoles 11 de marzo.

Técnica utilizada para la evaluacién de la actividad de SOD, a través de una
espectrofotometria en donde se ve la reduccion de la formacion del anion

radical superoéxido.

Durante el dia jueves 12 de marzo de aplicaron las siguientes pruebas:
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Catalasas (Aebi, 1984) (Anexo n°13)
La enzima catalasa forma parte de la primera linea de defensa contra las EROS

a nivel celular. Esta enzima cataliza la dismutacion del peréxido de hidrogeno y
lo reduce a agua; la técnica consiste en hacer reaccionar la enzima presente y

seqguir su reduccién a través de una cinética enzimatica.

TRAP (Romay et al., 1996) (Anexo n°14)
Esta prueba mide las propiedades antioxidantes reactivas totales, para medir la

capacidad antioxidante total se hace a través de esta técnica en donde se debe

generar un radical coloreado.

Finalmente, el dia viernes 13 de marzo del presente ano, se aplicd la técnica

descrita a continuacion:

GSH/GSSG (Rahnam et al., 2006) (Anexo n° 15)
Este ensayo se basa en la reaccion del glutatiéon reducido (GSH) con el reactivo

de Ellman (DTNB) que forma un cromoéforo TNB con una absorbancia maxima a
412 nm, ademas de formar un aducto con el glutation oxidado (GS-TNB). El
aducto de GS-TNB es reducido por glutation reductasa (GR), en presencia de

NADPH, reciclando GSH.

Debido a que a partir de una molécula de GSSG se forman 2 GSH, por accion
de GR, la cantidad de glutation medido representa la suma del glutatién

reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en una muestra problema ([GSH]total
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=[GSH] + 2 x [GSSG]). Asi la concentraciéon de una muestra desconocida se

determinara usando curvas de GSH y GSSG estandar.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizara el Graphpad Prisma, programa con el
cual se realizara las mediciones de Medias, pruebas de normalidad
(Shapiro-Wilk), comparacion de medias paramétricas con la prueba T-student
con correccion de Welch y para la comparacién de medianas no paramétricas

se utilizara la prueba de Mann-Whitney test.

Resultados

Descripcion de la muestra

Luego de aplicar los criterios de inclusion y exclusidon, la muestra total
corresponde a 12 adultos de sexo masculino, de los cuales 8 son no fumadores
y 4 fumadores. La edad de las participantes fluctué entre 37 y 54 afos,
presentando una edad promedio de 45 afios. Ambos grupos fueron sometidos a
la evaluacion de parametros antropométricos, parametros REDOX, nivel de
actividad fisica, mientras que al grupo fumador se le realizé ademas el test de
Fagerstrom (nivel de dependencia fisica a la nicotina). Respecto a la presencia
de comorbilidad solo 2 sujetos presentan hipertension arterial controlada
farmacoloégicamente, lo que podria en cierta forma alterar alguno de los

parametros redox.
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Nivel ivi fisi

La medicién del nivel de actividad fisica se realiz6 a través del cuestionario
global de actividad fisica (GPAQ) disefado por la OMS, el cual mide la
participacion de los sujetos actividades de la vida diaria que sean de baja,
moderada y alta intensidad, ademas del comportamiento sedentario de los

sujetos evaluados. A continuacion, en la tabla N°5 podemos visualizar la

clasificacion del nivel de actividad fisica de los sujetos evaluados.

Tabla N°5. Clasificacidn del nivel de actividad fisica en el grupo de

fumadores y no fumadores

Grupo no fumadores Grupo fumadores
Sujeto Nivel de actividad fisica Sujeto Nivel de actividad fisica
1 Baja
2 Alta 1 Moderada
3 Alta 2 Baja
4 Moderada -
5 Alta 3 Baja
6 Moderada 4 Moderada
7 Moderada
) Baja

Perfil antropométrico

La antropometria evalua la composicion corporal, y permite estimar el riesgo
cardiovascular. Al evaluar normalidad en las subvariables de antropometria:
peso (p = 0,53), IMC (p = 0,29), e ICE (p = 0,0011), nos indica que las
subvariables peso e IMC tienen una distribucién normal, sin embargo, el indice

C/E no presenta una distribucion normal.
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Comparando ambos grupos, las subvariables de antropometria: IMC (p =
0,6085), ICE (p= 0,2038) y peso (p = 0,615) indicando que no existen

diferencias significativas entre grupo fumadores y no fumadores. (Tabla N°6).

Grafico n°1. Comparacion de medias de peso en grupo fumador y no

fumador

Peso

150
M No fumadores

= Fumadores

1004 —r

Kg

504

T
No fumadores Fumadores

Grupo de estudio

Grafico n°2. Comparaciéon de medias de IMC en grupo fumador y no

fumador
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Grafico n°3. Comparacion de medias de ICE en grupo fumador y no

fumador
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Tabla N°6. Valores de media, desviaciéon estandar y normalidad (p-valor) y
comparacion de medias entre grupos para las subvariables de

antropometria segun todos los sujetos.

Antropometria No
Fumadores

Antropometria
Fumadores

T-student/U
mman
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Whitney

Variables X DS P- X DS P-val P-valor
valor or
8423 | 2725 | 04863 | 87.95 | 2858 |06250| 06315
Peso
IMC 9.743 | 366 | 017 | 1581 | 6367 | 0286 | 06085
4
icie | 09071029181 0.0454 | 45506 | 0952 | 0,381 | 02038

8 4 4

Media (X), Desviacion estandar (DS) y Shapiro Wilk test (p-valor) = para valorar
la normalidad

Dependencia a la nicotina

Para medir el nivel de dependencia a la nicotina en los sujetos fumadores, se
aplicé el Test de Fagerstrom, en el siguiente grafico (N°4) se pueden observar el
puntaje obtenido, donde 10 es el puntaje maximo y 0 es el puntaje minimo
relacionado con la adiccién a la nicotina. Uno de los sujetos con puntaje 5
posee un nivel de dependencia media al igual que el sujeto con puntaje 4. Los
siguientes dos, poseen un nivel de dependencia 3, lo cual se traduce en una

dependencia a la nicotina baja.

Grafico n°4. Comparacion de puntajes en el Test de Fagerstrom en sujetos

fumadores
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Perfil Oxido reductivo:

A continuacion, en la tabla n°7 podemos observar los resultados en el perfil
oxido reductivo de ambos grupos medidos.

Tabla. N°7. Valores de media, desviacion estandar y normalidad (p-valor) y
comparacion de medias entre grupos para las técnicas de medicion de
parametros REDOX segun todos los sujetos.
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Grupo de esmdio: Gnupo de esmudio: Mo Comelaciones Grupo fumadazes Comelaciones Grupo
Fumadores Furnadores fumadores
Media | DS Shapiro | Media | DS Shapia | T- REDOX- |REDOX- | REDOX- REDOX- | REDOX-
wilk test wilk test | Stdent | AF ICE Fagersmim | AF ICE
(P-valor) (B-valor) | (P- (Pearson®) | (Pearson®) | (Pearson®) | (PearsonR) | (PearsonE)
valor)
TRAP (M) 2231 009503 | DaHE 1598 0,04985 | 09882 <40,0001 -0,193 0085 0,147 £.1668 0830
Catalasas B2n Q1318 | D580 1526 0,2633 03845 0,0001 -0,193 0129 -0,0341 03002 0,073
(U Enzima‘mg
protemas)
0D 11,19 Q1308 | 0599 10,99 0,2143 0,301 0,0072 0,000 0,107 -0,4098 00333 03039
(U Enzima/mg
PIOtEmas)
MDA (mM) 3388 Q03Ts | 033 2165 | 00179 | 0533 <0,0001 0482 0.8 033001 40,1208 a0
Carbonilos 03893 | 00107 | 02482 02282 | 0,00318+ | 0.2E7% <0,0001 0.000 01 0373 40,1612 02537
{mol
carbonilos/mg
PrOtemas)
BAQP (M) 11 01464 | 05007 05009 | 004088 | Q0074 <40,0001 0434 428 03733 <.5101 044002
GEHIGREGE 1303 184 0,181 15 471 0,553 04143 0388 437 018207 41112 0,14006

Daino oxidativo

Para medir el nivel de dafio oxidativo en esta poblacién, se realizaron técnicas
de laboratorio de TBARS, carbonilos, PAOP las cuales arrojaron resultados con
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(P-valor<0.0001).

Defensas antioxidantes no enzimaticos

Para objetivar la capacidad antioxidante no enzimatica de los individuos en este
estudio se realizd6 TBARS, la cual nos indica la capacidad antioxidante total del
organismo. Este ensayo arrojé resultados con diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (P-valor<0.0001).
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Defen ntioxidan nzimati

Para medir la capacidad antioxidante enzimatica de los individuos de este
estudio se realizaron técnicas de laboratorio para medir la capacidad de las
siguientes enzimas: SOD, Catalasas y el complejo glutation. Todas las pruebas
mencionadas anteriormente dieron resultados con diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos de estudio, excepto en el ensayo de
GSH/GSSG donde no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Anadlisis Correlacional

Se realizd un analisis correlacional para evidenciar si existia correlacién entre
las variables de actividad fisica, indice cintura/estatura y puntaje en el Test de
Fagerstrom con los parametros REDOX medidos. Segun la tabla N°6 en el
grupo de no fumadores existe una correlacion negativa moderada entre niveles
de actividad fisica y parametros de PAOP, con valores entre 0.5 y 0.7 segun los

valores entregados por Mukaka,2012.

Discusion
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El estudio en seres humanos si bien tiene una mayor cercania con la realidad,
presenta un mayor numero de variables intervinientes como lo son la dieta, la
polifarmacia, estilo de vida y comorbilidad. Con el objetivo de disminuir la
presencia de variables intervinientes se busca homogeneizar la muestra

otorgando mayor validez a los resultados

A través de este estudio se pudo evidenciar el efecto del consumo de tabaco, el
nivel de actividad fisica y el perfil antropométrico sobre el perfil REDOX en la

poblacion seleccionada.

Respecto al nivel de actividad fisica de los sujetos, podemos evidenciar que la
tendencia es un nivel bajo-moderado de actividad fisica lo cual se traduce en
que los sujetos realizan 3 o mas dias de actividad fisica vigorosa por lo menos
20 minutos por dia 0 5 0 mas dias de actividad fisica moderada y/o caminata al
menos 30 minutos por dia o por ultimo 5 o mas dias de cualquiera de las
combinaciones de caminata, actividad fisica moderada o vigorosa logrando
como minimo un total de 600 MET (Cuestionario internacional de actividad
fisica, 2007). A nivel nacional, segun la Encuesta de actividad fisica y deporte el
18,7% de la poblacibn encuestada realiza actividad fisica segun las
recomendaciones de la OMS, esto se traduce en que solo 2 de cada 10
chilenos realiza ejercicio de 150 minutos de forma moderada o 75 minutos
intensos a la semana, sin embargo, durante el transcurso de los afos la tasa de

inactividad ha ido disminuyendo. (Encuesta de actividad fisica y deporte, 2018).
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Por lo tanto, los resultados encontrados pueden ser relacionados con las

variables del perfil antropométrico.

En relaciéon al perfil antropométrico no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, lo que indica que basalmente
estos sujetos son comparables para efectos de las variables consumo de
tabaco y nivel de actividad fisica, ademas dentro de esta evaluacién indica que
los participantes se encontraban en sobrepeso con un IMC entre 25 y 30, lo
cual eran resultados esperados segun el nivel de actividad fisica en los sujetos.
Segun lo que indica la OMS acerca de la realidad chilena mas del 60% de la
poblacion tiene algun grado de exceso de peso, ya sea sobrepeso u obesidad,
sin embargo esta clasificacion de sobrepeso en base al IMC de los sujetos es
amplia e imprecisa ya que no distingue entre masa magra y la masa grasa (Del
campo, 2015) es por eso que se evalua el indice de cintura/estatura,
entregando un valor superior a 0.5 lo cual indica un alto riesgo de padecer
sindrome metabdlico (Huaman, 2017) y por tanto un elevado riesgo

cardiovascular.

Los niveles de actividad fisica, IMC e indice cintura estatura estarian indicando
sobrepeso en la poblacion de estudio, lo cual se traduce en que existiria un
estado inflamatorio cronico debido al crecimiento del tejido adiposo inducido por
agrupaciones de adipocitos modificados que se convertirian en una fuente

inagotable de citoquinas inflamatorias con efectos sobre el balance REDOX, es
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por eso que lo esperable a encontrar es que en aquellos sujetos donde se
tienen niveles de actividad fisica bajos, IMC sobre 25 e indice cintura estatura
sobre 0.5 un mayor desbalance REDOX, con un mayores niveles de
marcadores de dafio oxidativo (lipoperoxidacion, alteracion de proteinas) y
mayor actividad de defensas antioxidantes enddgenas (Tursi, 2013). Ademas, a
esto debemos agregar el hecho de que la muestra presenta sujetos fumadores,
considerando que el consumo de cigarrillo incorpora especies reactivas de
oxigeno y nitrdgeno al organismo ya sea directamente por la inhalacién del
humo o secundario a la reaccion inflamatoria subsecuente a la exposicion del
humo de cigarro, era esperable encontrar en los sujetos fumadores un aumento
mayor del dafo oxidativo y de la actividad de las defensas antioxidantes.
Respecto a esto y segun los resultados de la aplicacion del test de Fagerstrom
podemos encontrar una dependencia media a la nicotina, el cual es uno de los
componentes del cigarrillo mas estudiados, jugando un rol fundamental
mediante una produccion alta de especies reactivas de oxigeno (Yarahmadi,

2017).

En relacion a la evaluacion del perfil REDOX, se destaca que ambos grupos se
distribuyen de forma normal para todos los parametros medidos exceptuando
los resultados de PAOP en el grupo no fumadores. Como se especificd
anteriormente, los grupos al no tener diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a las variables antropométricas, podemos decir que los resultados de
la evaluacion del perfil REDOX de ambos grupos son comparables.
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Para los parametros obtenidos en cuanto a las defensas antioxidantes vistas en
TRAP, actividad enzimatica de catalasas y SOD se observaron diferencias
significativas entre los grupos, en donde encontramos una media de mayor
valor en el grupo fumador en comparacion a la media del grupo no fumador,
dando a entender que existe una mayor capacidad antioxidante total y mayor
actividad de enzimas antioxidantes para el grupo de fumadores. Lo cual se
puede explicar por la constante exposicion a humo de tabaco y por ende mayor
expresion de especies reactivas de oxigeno, lo que llevaria al organismo a
generar las defensas antioxidantes necesarias para combatir el desbalance

oxido reductivo provocado por dicha exposicion.

Para el ensayo de TBARS se encuentran diferencias significativas entre ambos
grupos, donde la media es superior en el grupo fumador, lo que nos indica que
este grupo presenta mayor cantidad de MDA el cual es un marcador de
lipoperoxidacion de la membrana, dando cuenta que a pesar de tener una
defensa antioxidante mayor que el grupo no fumador, no es suficiente para
evitar los dafos producidos por la mayor expresion de radicales libres

promoviendo asi un estado de estrés oxidativo.

En cuanto al ensayo de PAOP y carbonilos, se pueden observar diferencias
significativas entre ambos grupos, donde el grupo fumador posee una media
por sobre la del grupo no fumador, lo que indica que el grupo fumador presenta

mayores indicadores de dafno oxidativo a proteinas, relacionandose con lo
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descrito anteriormente sobre la exposicion al humo de tabaco sumado a las
altas concentraciones de MDA que ademas de ser un indicador de
lipoperoxidacién de membrana, es un producto final téxico que causa dafio

tanto a ADN, como a proteinas.

Para el indice GSH/GSSG no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos, lo que nos indica que tanto para fumadores como no fumadores las
concentraciones de glutation reducido y oxidado son similares dando cuenta
que ambos grupos presentan la misma capacidad antioxidante por parte del
complejo glutation. Sin embargo, al no existir en la literatura un acuerdo para
establecer parametros de normalidad en esta poblacion no se puede establecer
si el indice se encuentra dentro de los rangos de normalidad o fuera de estos,

dificultando asi la interpretacién de este resultado.

Finalmente en cuanto a las correlaciones entre las variables de nivel de
actividad fisica y parametros REDOX solo se encontré una correlacion negativa
moderada entre el nivel de actividad fisica y PAOP en el grupo fumador lo que
nos indica que a mayor actividad fisica hay menor cantidad de productos
avanzados de oxidacion de proteinas, lo cual se explica que el organismo al
verse enfrentado al estrés oxidativo producido por el ejercicio fisico aumenta la
expresion de defensas antioxidantes siendo asi un factor protector para el dafio

oxidativo de proteinas.
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Esta investigacion presenta ciertas limitaciones, dentro de las mas relevantes
destaca el bajo n muestral, ademas del inicio de la pandemia el cual afecto el

reclutamiento de sujetos fumadores.

Una debilidad importante en cualquier investigacién en balance REDOX es
que no hay un rango de normalidad para la poblacién en estudio, en cualquier
rango etario, lo que dificulta entender cual es la basal normal de la poblacion,

por lo tanto, solo se cuenta con el estado de los grupos como referencia.

Conclusion

El consumo de tabaco generd diferencias significativas en los parametros
REDOX de dafio oxidativo y defensas antioxidante entre ambos grupos,
existiendo mayor dafo oxidativo y actividad enzimatica en el grupo de
fumadores. Respecto a la mayor capacidad antioxidante encontrada en el grupo
fumador, esta no es suficiente para contrarrestar el dafo oxidativo producido
por el consumo de tabaco.

En relacion a la actividad fisica esta podria considerarse un factor protector
frente al dano oxidativo en proteinas. Por lo tanto, se acepta la Hipdtesis 1 ya
que se observa que el consumo de tabaco aumenta el dafo oxidativo, sin
embargo, no es posible aceptar o rechazar la Hipotesis 2 y 3 ya que los sujetos
presentaban niveles de actividad fisica y perfil antropométrico similares.
Consideramos que es importante para futuros estudios es importante considerar

la dieta y consumo de farmacos de los sujetos para poder homogeneizar aun
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mas la poblacion de estudio al igual que considerar un nivel mayor de adiccion
a la nicotina fisica para que sea mas evidente la comparacion entre el grupo

fumador y no fumador.

En conclusion, el consumo cronico de tabaco va a generar un desbalance
REDOX hacia un estado oxidativo el cual promueve un aumento de las
defensas antioxidantes que no son suficientes para evitar el dafo oxidativo a
membranas y proteinas en la poblacion estudiada la variable de consumo de

tabaco va a repercutir en el perfil REDOX del consumidor.
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Anexos

Anexo n°1: Test de Fargestrom
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TEST DE FAGERSTROM

Pregunta Respuesta Puntuacion
¢Cudnte tiempo tarda en fumar su primer cigarrillo después de <5 minutos 3
despertarse?

6-30 minutos 2

31-60 min. 1

> 60 minutos 0

¢Encuentra dificultad para no fumar en los sitios en que estad prohibido Si 1
(cine...)? - 5
. ¢ que cigarrille le costaria més renunciar? El primero 1
Otros 1]

“¢Cuantos cigarrillos fuma cada dia? Mas de30 3
21-30 2

11-20 1

Menos de 11 0

¢Fuma mas durante las primeras horas tras levantarse que durante el resto  Si 1
del dia?

No 0
¢Fuma si estd tan enfermo que ha estado tan enfermo que ha estado enla  Si 1

cama la mayor parte del dia?
No 1]

Puntuacion
Menor de 4 dependencia baja
Entre 4 y 6, dependencia media

Igual o mayor de 7 dependencia alta

Anexo n°2: Acta de aprobacion del comité de bioética
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Uﬂi'lll“!ﬂ FACULTAD DE MEDICINA
deValparaiso Contile de Bioetica
4

HILE Fara | Dmveati gacnn
ACTA DE EVALUACION BIOETICA No. 19/2019

l. El Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso,
constituldo por Jimena Le Roy, tecndlogo medico, Presidenta; Eva Sotelo, profesora de
Castellang, Vice-presidenta; Ivanny Marchant, médico cirujane; Angelo Bartsch,
kinesidlogo; Patricia Herrera, educadora de parvulos; Paulina Hurtado, enfermera -
matrona; Paula Eherenfeld, matrona; v Lourdes Andrade, representante de la comunidad,
en su sesion del dia 20 de junio de 201Y, declara haber evaluado el protocolo experimental
del proyecto “Efecto del tabaquismo crénico sobre la funcion cardiorrespiratoria y
produccitn de Especies Reactivas de Oxigeno en Funcionarios de la Universidad de
Valparaiso, Facultad de Medicina®, presentado por la investigadora responsable Maria
lgnacia Grossi Bagnara, adscrita a esta Facultad.

. Para su evaluacion el Comité de Bioética revisd los siguientes antecedentes:

1. Protocolo n® 78/2018, version en espaiol.

2. Hoja Informativa y Ace de Consentimiento Informado, version en espafiol, cuyos
destinatarios son participantes de investigacion.

3. Curricwdfum Vitae del investigador responsable,

Instrumentos: Encuesta para determinar eriterios de inclusion y exclusion y Test

Fagestrom.

—

11l En la valoracién bioética del proyecto, el Comité eonsiderd gque dicha propuesta
cumple con los principios éticos necesarfos para su realizacion, entre otros, los de
beneficencia y atencidn a potenciales riesgos; se concluyd que su pertinencia fundamental
radica en:

1. El disefio se ajusta a las Normas de Investigacion en Seres Humanos,
2. Fl estudio propuesto podrd aportar al comocimiento acerca de la capacidad

clara; explicita ¥ respeta la voluntariedad del posible participante, ademis
ofrecerde la oportunidad de retirarse en cualguier momento sin que ello le revista
algin perjuicio; asegura la confidencialidad de los datos ¥ de la identidad del
sujeto; se precisa que no existen riesgos, ni costos involucrados como tampoeco

COMITE DE BICETICA PARA LA INVESTIGACION - FACULTAD DE MEDHCIHA
Angamos A8%S Reiaca, Vina del Mar | Telefono: 32 260 3002 | E-mail: etica. facultagmendicinagam. ol
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-
Universidad FACULTAD [FE MELMCINA

deValparaiso Comiblé de Wt
CHILE para la Investigacion

remuneraciin por participar; especifica en qué consistird la colaboracion del
sujetn, sefialando tiempo que invelucrara su participacion, Asi también, el
investigador da a conocer su teléfono e E-mail de contacto para ubicario en caso
de cualguier consulta o duda,

4. Los antecedentes curriculares del Investigador Principal garantizan la ejecucion
del estudio dentro de los marcos étcos v téonicos aceptables.

E.  Los miembros del Comité declararon no tener conflicto de interés,

I¥. Por lo anterior, @] Comité de Bioética de la Facultad de Medicina aprueba el presente
protocolo de investigacion, que se llevard a cabo en la Universidad de Valparaiso durante
el afio 2019 bajo la supervision del investipador responsable, Marfa Ignacia Grossi
Bagnara. Las eventuales modificaciones que pudiera sufrir el protocols al que serdn
sometidos los participantes deberdn ser evaluadas por este Comité y aprobadas previo a
su aplicacién. El investigador responsable deberi transmitir informe de estado de avance
del estudio al término de cada afio de ejecuciin o el informe final, segin proceda,

Firma en representaclin del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina,

Presidenta Comité de Bioética

Via del Mar, 20 de junio d

GG
+  Secretaria CBI-FAMED
+  Comision de Investigacion Facultad de Medicing

COMITE DE BIOETICA PARA LA INVESTIGACION - FACULTAD DE MEDICIHA
Argamos 2055 Rehace, Wina del Mar | Teléforo: 32 260 3002 | E-meil: glice, Taoulladmedicing@uy. cl
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Anexo 3: Constancia Decano Dr. Andrés Orellana Tobar

Universidad

CONSTANCIA

académico de la Espaela de Kinesickogia, presentard ante el Comité de Bicética de la
Fatultad de Medicina, para la evaluacitn de los requisitos &icos y metodoldgicos, su
privvecto de investigacitn, Htulado “Efecto del tabaguismo crinics sobre la fancidn
cardiorrespiratoria ¥ produccitn de Especies Reactives de Dxigeno en Funcionarios de
la Universidad de Valparaiso, Facultad de Medicina”, Este eatudio sédo podrd ser
ejecutado en esta Facaltad und ves que s8a aprobede por diche de Comie de Bledtica
Postersarmente, & investigadar deberd salicicar 8 fancionarios de la Feoultad de
Medicina su particl paciin woluntaria mediante firma de su consentiméento Informada.

Se extiende la presente ¢onstancia para efechxd de la evaluaciin bioética de la
imvestigacidin antes sefialada.

Wina del Mar, marzo 2019

FACQULTAD DE MEDICINA
Argames B655, Rehatd, Vilda del Mar | Telilosa: 32 260 23861 | B-mail: decane med iciroy gy o
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Anexo n°4: Encuesta para determinar criterios de Inclusién y Exclusién

= Universidad
deValparaiso “Efecto del tobaquisma cronico sobre fa funcion
o cordiorrespiratoria y produccion de Especies Reactivas de
Oxigeno en Funcionarios de lo Universided de Volparoiso, Focultod de
Medicing™.

ENCLESTA PARd DETERMINAR CRITERIGS DE INCLUEION ¥ EXCLUSIEN

Himbees:

Apellidos:

Hemoe Fidal:

Ndangue con una "X segiin cormepondi.

sUsted fna? {Ha consumido al menes w cigarmillo en el dlimo mes)
Al [0

Sl sl la respusestn e 8L [ Have cudnto fuea?

enes de 30 [has Seses S
{especifique cantidad de afios)

Sl si en la pregunta *yusted fena? mred N0, | Usied alguna ves fumd™ (comsumid al

et v cigarmilo todos los dias poc 50 diasy
E:1| W
Sl si la resprsesta e BL ;Cwlmios afce famd?

I ahn R 141 allos = I oo
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Anexo n°5: Afiche publicitario

: Undvarsidad
o Valparassn

CwiLl

iVEN A PARTICIPAR DE NUESTRA TESIS!

“EFECTO DEL TABAQLISMO CRONICO SOBRE LA FUNCION
CARDIORRESPIRATORIA ¥ PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE

OXIGENO EN FUNCIONARIOS DE LA UNIVERSIDAD DE VALPARAISO,
FACULTAD DE MEDICINA *

Kiga. Maria Ignocha Grossl Bagnara

Lugar: Laboratorio 7.15
gQUIEHES PUEDEN PARTICIPAR?
-FUNCIONARIOS FACULTAD MEDICINA, UV
-HOMBRES ENTRE 35-55 ANOS

-FUMADORES Y NO FUMADORES
&

Frcuela de Kinesiologia

O WhatnApp: +SESTEINGAED 0 +SEI0EAIRLTD
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Anexo n° 6: Consentimiento informado

tHILE

Coreatimezeta nfurmada
Indarmaidm pora fenclenarios de la Faoulad de Medsing Caxa Ceatral

El propdsito del presen e docusimin o= invitario a participar e ¢ esvadie “Efects del tabaquizme onfinicn sshre
la fenciin candiernesginalona y produccién de Bspecies Reactivas de Dvigeso en Fanc di la il dad
e Wl parabio, Faculkad de Medicina®, Listed ha sido elegido por ser hambee enire kis 40 s 50 afios do adsd y paor
Cemplir oddes les crilerios de dsclusin Lo imvestigsdora principal & Mara peds Gooes Hagnara,
Eireddbga o Colnvesrigades es Dasied Poace Corres, Kineskloge, ambos docemes e L Unbarsidad de
Valparaiso v s alumnss esics son S Schastism Ormefa Ortiz, Sta Camila Cabrera Corda. Sr. Goncalo
Camastn Melra ¥ Srma Alondra Manters Machuce. P'--. R um-:l purds tomar usa decisidn mformada, e
explicaremes 8 contisuaciom cudles seran bhas g iy o0 b epecncian de |a imesigacidn.
s oo en gk consistiria su participackin:

1. Diade y ceindo se levard a cabo la invest gagiin
La Imrestigackan memcionads o realizard en la Faci e & Modicies, Universidsd de Yalparaisn, shicada
on Angames &5 5 Befoca durange los meses de jinksa diciendee dod ahs S5

2. Mstivacdn y propisin del eehadic
El mbtaquismio s la priscipal causa de problemas cardiorespiracorios. deaoro de las priscipales
muplicacianes mnciadas o consemn de @beca destaca |a generacion de b Enfermicdad Pulisnar
Chatructiva Drinica 5in cura onockia. qee Altera a oios s sistemas. demisayeido 13 calided & vils e
|28 parumnse,
Actuameme mis de T milones de porsomas rederen aniameme producio del cons e dee Taban
Lz algrackenes de b fancidn condborres pirasoria oome b prod eccdn de Especies Radicakarias de Ouigeno
nes a la prehie g de wnlermsdados, same 1o es la Enfermedad Pulmosar Qbstructiva
Lranica, | hi el diagnis e st enirrmedsd w cardis on relackin o la cancidasd de mios
que we corsume cgarsilles de pihacs, por o bees, al memanio del degnsstion, 2 dsfo g sival
cardinprelmanar ya ex ireeeraisio

Arte eein miuacion, ol props dr = e g d roir i enivie una akerackan on s unciin
rardnrrespiraora coms m la | fm e B fim [l e o mn leu ag i
rrankas de cpamilies de tilees, de eote mends determmar posibles dafes 2 nvel pulmoess que
ER-ET; de ln En dadd Pul it 8 {rirics, oon @l fn de buscar u=a
w-i;hhl i deivctes dafan a sivel ol mem P Ea N = una i=lr eniler Al m
fupen, o @l fis de arientar o lap mahre wm Scide die s, sobre les posshles i medadis

p..ml-d-urmlhrn-uh;lnd-lhahi-uﬂqulm;rpulnmd:ﬁmp-uﬂﬁn ol daie a sl
iratorm, Dirvin el o o ds i §o Cal ided de vada

3 Enguiconssle fe panic packin

Su participacién o complElimente volumaria, y consta & asistir a la Facuhad de Mediciea de 1o

intweruidad de Valparaba, &l isicio de k bveaigacibn = b aplicand o 1est para medic su dependencia al

tahacn densmsado west de Fagesirdm™ si usied ne es fumador, ne respoaderd diche tesil sdemds s

realizardn 5 medickenes gee buscan evalar su compasickin corporal, = funciin pulmanar. © dann

il G PrESEqile of S0 DFganisms ¥ 3 capacidad pora realicar un ejercicn e incensdad moderada,

pidit nsackin. 22 1o detallard cxfa proced imlenio pars que guede tosdo ey clars £

a1 Msdickin de la oomposcdn conparak
La evalaacion consisoe en wea medickio aniropomitrica s b iomard pes, tll y ls medicis
circunferenca de dniura ¥ dese uea deracion nesapera L0 minuios

b} Funcin Aespiratoria: para poder svaduar su ncsn respirmora, se realizaran § sahociones:
Espiremstria; Para evabesr b capockisd inspiraions masdma, se otiloacs un msirumesin [In:-iu
espiramanra, Io que peemitica vl ¥ ocay Lark [ Eila proseba
refquicre do se porbcipaciis de masera acliva, comta de Senar dee Dendidese al misims los
prlmenes para lusgo votar bdoe o are que peeda O mseera kota, ¢ Evestigalor le darh ks
irelicaci o @ incenlivach para poder lograr Sener kis sadickenes necesdrias, cuenta con un midmo
e Ul intming. La proeka en general ns enecd mie de 1 hora En ol caso e no poder realizer
T3l 1008 % Sgereara mira aka
D provios a ko preciss se b aiviash vig sl lee sarecceines pars realizar b pracha, v sea do
ke nta Cibn (vestines ) como consl deraciones previas ga ses mo fumar la bara previa, 2l e pe de
sispenskin del bromoodilatador segin ol medcammin usads [mbe si us brenced il o), & mesos
i #n su ardes médica diga gus no se pueke s perdern, mire sbnes conseracones
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Fimametra v Pemometris: mediame sn insrumenn lanidoe pmbmein s medirdn b preziones
respiralorie mebsiras, | ool mnsste momeser v secar d aine con D la fueres posible, o se podrd

cormseer b feere de los misoulos gee utiliza para respirar. Se roalisanis vanas mediciones ¥ omndo
i ol Irvs masd casl iguales habremios wermisedo. Ea o ki w e I
manil Li ¥ dokord realizarla, lo= indicaciones serdn por parte de low ireestigsdores. £l

Higin pa did procedimimin pusds variar, pero ne iomard mds de | Bora.
En el cas do e podker resdiosr kn medcian se agenidard oma cika.
Tolerancia al esfosrm: Pira evalusr su capacidsd do mleranc al esfuerzo de inessidad medirada, se
realizard b prosha St Walde fist o fent de doresder ol cual permite evalisr en forsia global ls
resplesta de s CReipo ate us gercicie de ingensidad cosockda, progresiva vy scgura. Conwle de
caminar de mancra ripda de un extreme a ctro sefabda per un cond, donde la partida 1o deed una
sefal soistica, b vl ocidad ich a masdida rue pasan bos i Al Elcks v ol i
o= b roinardn sggies vildies coma PA 3 uaburacien de oogens, con la Saalidad de confiemar ko
axiperios di ecluikin did paciente y ademas comgletar el procedindenm complete de esta prucha. En
&l aboraarss recisnd insrustane cliras dd procedmiemin. Mo demara mis & media hor
Dias ames o 25038 praciias se b diviaer via sl las instrucciones para realizar b proeha. va sea e
preseqiadin (vestim enta) o F pera lhevar a cabo |a prucha,

ol Medicidn produociin de Espedes Radicalariss de Ouipmo (ERO5)
Toma de sangre: 5e e anmracris L0 sl de sangre vancss pars hacer estedios sobee sstrés goid atieo,
paikes los dapos ferin ratades con la debals cosfidencialidad, pors ollo =0 e asigears un oddigo
numdTicn qise B represcitand ddrante boda b mvestigeoidn Las moestras seguiness qee se
abteradrdn serdn fou ks § e e ikis segin pretocoks mitadokipicos dd laborateric, La parte de

las: st e mo serd requeriia para o estud ko se dllminar segdn Jixa el lal sin
Lo panifid liend] e romrmrvaras puara oiros s
Tidsrs wstan pruvhas serin an dil; ferhan, para peder reallzartas se le serd drado wa

rmuil, sempre buscandn su dispond lidad,

4 Hisspus
Duranie b aphcacsn del Sheigh Walking Test, podria exigiir |a posiblidad que presence calambres en las
pmas o wns Bhs de slienio gl usted no ealivs sorbrided fisica de maners cansante, Bn relacion a la
wxbraccuin de sangre, pestenor s meig, prede smiir marms o sersscidn de :lh.El En I‘:I di ee preseniv
algin Bpo de comphoscin dursebe ol Shu il Walking Tost o doom g in [[E*]
cuenta con Pretoooo de b Fatuliel de  Minlicee, detad sech il P:rhl borvn y pur la
Técnau an Enflermeni a cango Sris Boess Cineg gui et i il i il m el cass e quie s
reguiite de mEeer alesci i, s lamin & w radio Tal Refece Fnl prrker triedsd sl o al serdcio de salud
ey gereans Simu 131 dol Hospinal Grstasva Frishe pa gue en o eslablecimioats de Sabud poblica mis
carcana a la lUnkeersidad, siempre en compania die L Izvestigsdora priacipal Mari [grecn Groed Bagnars.

5 Beneficis
Usrisd e pemad rd besreeficios Mrectameans. pere sl abiendnd beacficios en o senddo de la informacdin que
s le proparcienacd al finalizar com b investigachn, en relaciin a se fenclém palmanear y oo fee oaddative,
51 matd |legse a preseniar algan Bictor de riesgo para so sabuid eridenciado en la presente imeest gaciin,
e | realtzard wna conseferta hreve com 2l fin de presenic foteros daiies,

b Losics ¥ pagas
Toides: los gasitos realizades los asemicie los encargades de |a investigachin. ustsd como ks
sty aguirndr il rgoon t pes e EeRn,

T, Derzches del participasts
aj

Untid come partaipante Hene derecho o mandestar bodas sos dudie s ks investigadoris en cualguiior
momeebe yan ol casn qoo di gque reyg | runf alai [ podrk

par madin de teléfoen celular o ovs mad con Mana acis Grossi Hageama @S20E16I5 o
s geasci prives Bhuycl; Bankel Pence Cormea 971932529 o dame L ponce@iresl, como tambiin a
ks lemistes Sebastiin Ormedo 95 o scbastanemene@akameasurs] @ Camsla Cabirera
FEEHGOTAG a sl breroaiumeas e Grznzaln Carrasea SPIFIGHAE a
punzlo R Lk u . Aandra Montem S4ABTI00E u

it P L B e
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# I paricipacién welimiania ¥ a b resscactva did @ mesbmienin.
Ushed puede retirarse en olalqucer BMosesto de la mvestigacion, si asi estima necessnio, sl debe
comumicirselo o b imrestigaders principal, S reting senh oo petanen e sntmdido

Ala ifm y he o e cams (dentificados de hallazgos & csnsecmeacia & la
Izvewigaciin
Silay gacion llegame a deteciar algan lactar e riesgo para = salui se le @siruis a

liar para de ir en la red pablica asstencial qee correspondi, dando

ardaziea I comaukta #n ol cenera de salud Bmdiar en o ue S8l Escritn.
& recibir informackin rebnanie fervada o 13 aveigackdin qoe ke pieda Beneficiar o haser camBiir su
apiaita repecin de @ participac ta.
Usted come participasts tiene derecha a comocer =8 resuitades chienidos o restra Mvestigac on,
wx pur ako quie al fmalizer la ovestigaciios w be indormars vias mail gue se dinja a b ofkcing n"4 de
E la de K dugis de b Pacuiad do bisd e la Uinivermdadd de Valparaisn, para que se le

iy 1T Tnssd I sl hemir urm winien schre ao condicife steal Esta informsdin
sk por eecrits en us isforee que pedrd v o oo csa

Conlidencialidsd

Bazsarva e i ideatidad del panticizante

Deraniv iods auesire garion serd alm 4 I do we= dabaa, con 2l finde
presentar lox resslisdos runcs werd nevelads s nombre, esos lugar se e asigrors un cadign

que ko rop treda b mvestigacian, sxins dates seran almocenades para so
future andlisis, FAraciin y | | can ol fin de nbterer b conclunnes del
mtpdin, y mibe tendrin soomn los mvestigadores ¢ secan resguandados per b investgadera principal
Maris lgnacia Gross: Hag e us archren e putsdnra con clave, en la ofiana 14 de la Escurda
e Knrsiningis de b Faculted de Widicina de L D Jail de Walparsisn. Todos s doosmentm
e comengan dains perssnales 3 avcepciin del coses e informado seran destruidog una e
finalics la inventiguenin
D Lo dartos pursoniles v ggnliles
Todos ok datos regisiFad s por duesin vestigeddn sevdn nervades § sobs 1Endnin doiso los
invistigadones y sorda resgeandados porla iveestgadora pricipal. como se indiod amerrmene.
Dtz i emireia o los neaikades
Lo rumiaPaddic die ot Dl Cidn e sei divdlgados segln b GO | nvengadons, ya
woa midianie pubBcaciones, sernisimos, reumones 3 Lpe dmnifices o académices § qee podrin
wer ubileadan om0 per ofras iresslipeiores gui oo & alon de la prosesle ievest gesian, siemprc
resguartandi su idenlidad

Eviluacidn Etice Cazatifics
Esta invistigacidn ha sido evaluada v aprobada por o Comint de Bin#icas e Investigacitn de b Faceliad

Mialiging, Casa central {CHI FAMED] de ka Undversdad & YValparaiso. 8 esoad lo requiriers, en
or alpuna duds aomca de esle mbidie o mepecko do s derachio coio pﬁ.l'lhilmlllli" 1
eatigacian. pumle contactar s s prosiderte en o feldome 32280 30 02 '
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Acta de Consentimieno Informade

o — e e ———— . e (rcabare ¥ apelidos),
=B [digetos rmméncos ). Decliro qee o investigador principal
Maria Ignacia Grossi Bagnara. Kinesiloga junte ¢on Daniel Ponce Correa. Kinesidlogs v los
estediances de pregrado Camila Cabrera Cerds . Gonealo Carvasin Medra, Alondra Moncere Machuca y
Sebastids Ormedo Ortie de la Carrera di Kinesioksgia & L Facultad de Medicina de b Universidad de
Walparaizn, ukicada en calle Angasses ¥ro 665 de la cudad de Vina del Mar, me ha/n mfarmade en
fomma commplets en quié mnsisie 13 eeestigacion “Blecte del tabagquismo crinioe sohre ki Tuncidn
cardinrrsgrirateria ¥ produccide de Especies Reactivas de deigeno en Funcienario de la Daiversidad
e Vilparaiss, Facultad de Medicea®™ que levarin a cabo en la Facultad de Medicina S la Universidad
die Valparaisn, on Vifa del Mar, He leido completamants L informacion propoecionada en este
decumento acerca de mi participacion. Me han infarmado ¥ exgplicado cudles son los procedimienios
el estudio [Astropometria, Talsrancia &l esfueres, Funcidn pulmonar ¥ Produccitn de Especies
Reactivas de (hdgena) s e sord soamaebico, v en que consistird ma participaciin, &simisses, he
tenido L nporbanidad die hacer pregentis ¥ aclarar todas mis dedas con el imestigadora) Entiesdo

quie peesen B derecks de revocar mi consenbmsenbo sin gue est desisiin pueda acasionamee algln
perpuaia

e acuerdio s In declirado por mi em este documento, irmo scpptieds voluntariamente mi
particigacidin en esta imvestigacian. Becibo una gopiscompleta o it doossiein

mamitre y Firma Participance . Wamsmy Firena lnvestigader Respansable
s L1
Pacha: Perhu:

Mombine v Firma Minscor diel Extal o su did egaik

Cl:
Fecha:

L
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Anexo n°7: Separacién sanguinea

Reactivos:

Separacién sanguinea

- Buffer de lavado: HaCl 0,15 &
HaHPO, 0,01 b pH 7.4
MHaH,PO, 0,01 b
- Solucion hipotonica:
Prirmero preparar una solucidn sotdnica
Mo HPO, 0,022 M
HaH PO, 0,088 M
Para lograr la hipoténica diluir al 8, 7% viv

Frocedimiento:

Separacion sanguinea

El primer poso de lo sporocidn @s la cenfrifugacidn de las
muwasiras de sangre completa o 3.000 rpm por 15 min. Fostenos
a estte proceso obtendremos 3 estrotos, plasma, glébulos
bloncos v gldbulos rojos. Descorfareamos los gibbulos blancos
(Descartar en contenedor para residuos biclogicos) v
guardaremas el plasma en fubos Eppendod rotulados.

N

Cenirfugara 3000 Ebminar en
rpam g 15 min pnbanedor de
Plasma reshducs biclibghoos
Gidbulos blancos

Gldbaaos rojos
Cpcionel 2n el caso
o radizar aewis i
ARl are
B ipa]

Luago de eliminar los gldbulos blancos v guardar el plasmo
(-205C s es por corto fiempo hasta &l fraslado, & es moyor o
-B0PC), procedersmos a lavar los glébulos rojos. El lavodo
consiste en agregar aproximadamente 10 ml de Bulfer de
lavade a los tubos con los ghbbulos rojos sucios v cenhifugar a
3.000 rpm por 15 min. Una vez centrifugodo, =& aliming el
sobrenadanta y el resto de los glidbulos blancos. Eghe paso se
rapite 2 vecas mads (3 lavados).
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Finalmente, impics los alébulos rojos. realizaremaos ko hemolisis
para la: pruebas enzimdticas en tubo: Eppendor rotulodos,

uwsande una solucidn hipotdnica. Agregaremos 10 pl de
gldbulas rojos mas 790 ul de hipatdénica (1:100), sonicanemos ¥

agitaremos con vortex. Este hemolizade serd nuestra muestea

problema para evalear la aclividod de 50D, catalasa,
carbonilos v profeinas fotales. Al igual gue el plasma, e

almacenard a -20°C o -80°C dependiendo del fiempo de
Brvio.

CATALASA
100, che Gal tbnank Fnjng

'F"?}-J.Scl.-;iiputdn'rm
Almacenar
e — 24-200-80°C
2 tubos con
Hemolizado

El resto de los gldbulos rojos limpios, con U comaspondienta
rétulo, serd utiizaodo para TBARS v se gueardard a -80°C hoasta su
traslado.
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Anexo n°8: TBARS

Fractico de pardmetfroz de oxidacién de
blomaoléculas blanco: TRARS v PAOF

REACTIVOS:

TBARS (Reaccién del dcido tlobarbitirico -
Lipoperoxidacian)

- Acide tcloroacéticn [TCA) 30% p/v.
- Aclde lebarbiirice (TBA) 0,67% p/v.

FAOF (Productos avanzados de oxidacién de
profeinas)

- BuMer PAOP: Ma,HPO, 10/mM } oH 7.4
HaH O, 10 msd

- Yodurs de potasko (EI) 115 Mm

- hecldo acético glocial (3795%)

Frocedimienfo:
TEARS [(Esterbaver ef al., 1982)

Haoy gue recordar qua en &l practico de separacidn redalizodo
antenormeante, obtuvimos gébulos rejos Empics v plasma. Parao
ko evaluacién de la lipoperosidacidn por o f&conica TBARS, =
wzan o glkbulos rojos lnnpdos.

—

ER i =
coniwnedon de
Flauma |_’ il s e iggac i
Lo TR Gt ]
3k b by sz
Ul Exrail im il Ciies
e repbizar pni ks
morareulare
|-3C)

La técrica TEARS fiens la finalidod, a frowés de um andlisis
bostamfe simple, de ewvaleor ko reoccidn del TBA con =
rnalondialdehido (MDA] presante an una muastra bolégica. B
MDA ez un producto de itE&mino del proceso  de
Ipoperoxidocian. ampbamenta ufiizodo an el drea del estrés
aridativo. Lo concentracién de MDA as, por o tanto, evidencia

Cermeiliagar s 1000
rpm per 1 men

———
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de axdacion de membranas Bpldicos y biomarcodor de dafo
auidkativo.
B TEaA al reaccionar con =l MDA, presente en la mueastra

problema,  forma wn aduecto coloreodo coyo  pick de
absorbancio es a bos 535 nm de A,

e el

WO, TEA MOA-TEA,

Para generar la reaccion enfra &l TBA v el MDA, fenemos gue
mezclar 2 ml de giébulos rejos limphos con 2 ml de TCA 30% v
cantrifugar o 1.500 rpm por 15 min (En tubo cdnlco de 15 miL).

—— ———
.‘— el s e, ey cmmr; 1500 TP
.‘_?ﬂ n-‘uu-.i-r-p. Par L e,

Trarscumido el tempo, cbtendremos un scbrenodante e cual
usramos pora la reaccidn con al TBAL Agregar 1,5 ml de
sobrenadante mdas 1 ml de TBA 0.67% v calenfar a 100°C por 20
miln (En tubo largo de 30 mL). Transcurido &l fiempo, enfdar v
lear an un especinn enfre 400-600 nm de A,

———
.'_.lrri.nr!'n.-.u.ﬁﬂ P
L5 L e pobepnadanie
e ..l" L

Obtenido & espaechno, hay gue astimar y comagir &l pick real del
kD, con una regla da 3 simple y extrapolar en una cursa de
KADA puno.
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Anexo n°9: Carbonilos

Praclco de parametros de axidocisn de
biomoléculas blanca: CARBOMILOS

REACTIVOS:

B2

Z4 OFATROFE-ILHIDR AZIHA B0 o FRCI 31

AL TRCLORDSCETHC O 30

BUFFER CARRBCOHILCS: FOHPOE ' R IR0 Z0mbd an TOA
M pH I3

UREA £pA EF BUFFER CARBOMHLD

ET&MHCH AT ETATC DE ETIEC (N1 )

Frocedimienta:

Datemminackdn de carbonibos (Levires of &', 00T

El estrés ceidativo Qeneim produchoes o oebdaoidm, o ol oass o ke
il @ckdn O proksings onD O esioE producios Son e grupos
carboniies. Egle Mo S oo en o reaccide oo e grupos
RO s o la 22— roeh e I adira T, B e o
2-¢-gnirvlendhid razona de oolor amanils e o o Selcisdo a 370

ramh | Figrara 1].

2 i
RI":_.D. - I-I.I'.l"llI —" Rl}-ﬂ"'u W
. ‘-T'Im_ a0 o ! -0 -
. ¥

& =i el B e e ros -4 -dmnerorkend hisrarana.

Figum 1. Rescckdn de @ I-4-dndirofenihidmcing con ks Qrupos
carboniins durante & desarrolo di la donica para b cuantlcackn oe
esmioes e

El andiicis oormistind en mesclar P00 plL de Esaddh do oo
(1100 cosn 300 gl o Sckio roloenaedtion [TOS S0 Bt o iubas
Epptndtr], s& dijard S minuios &n haeks y s oenmifubard o 2 000 g
por 5 miresios a 1550, dejando e pellei y eliminando o scbrenadanis:
Esio s hate por iriplcado meas un oomiesd del eopserimeemio. A
CONTrRacks, @ Tes oo s wbos se ks agregara 1 oml de
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Z-d-ginitrofenilhidrazina (0.3% en acido clorhidrico, HCL 2 N} vy al
controd 1 mL de HCL 2 W, se agiard y s dejaré por 1 hora en
oscundad agitando perddicamente. Transcumdo = tempo, & cada
tubo =2 sgregard 0.5 mL de TCA 50%, e agilard y =& conservara en
hésbo por S minutos para leego cenfrifegar & 8.000 g por 5 minuios a
15 *C. Postenormente. sera  eliminado  culdedosamente el
sobrenedante y procederd & lavar 3 wveces con imbL de mezcla
etanolacetato de etilo (1:1). se agitard durante 10 minubos y se
centrifugara a 8000 g dwante 5 minuios a 15%C, sliminando el
sobrenadante en cada oporunided. Luego, serd evaporado ko que
gquedd del solvente utiizando nitrdgeno gaseocso. Finalmente, se
agregara en cada wbo 2 mL de urea al & M y s=ra incubado a 37 °C
por 30 minutos. La resccein serd deteciade espectrofotométricamentsa
a 370 nm y se calculard el contenido de carbonilos wsando su
coaficiente de absorcidn molar (E= 22 000 M * cmr') y la ecuacsdn 5.

Comcentracion de cartonilos (mofh - LT'J- —y 51

Donde E comesponds &l cosficiente de absorncidn molar de los grupos
carbonilos v el ancho de la cubeta comespondid a 1 cm.

Referencias

- Lewine FL, Garand D, Oliver CH, Amicl A, Ciment |, Lenz AG, Ahn
BW, Shaliel %, Stedtman ER. 1990, Determination of carbonyl
conmtent  in  oxidatvely modified proteins.  Methods Enzymol
186:464-TH.
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Anexo n°10: PAOP

Determinacion de PAOP (Witko ef al., 1998)

Las proteinas son susceptlibles al dafo por radicales libres
dondo lugar, mediante reacciones de ogregocion,
enfrecruzamiento v fragmentacion a los Preductos Avanrados
de Oxidacién de Froteinas. Lo concentracion de esfos
productos es expresada como eguivalentes de cloraming T
{potrén) en condiciones acidicas a 340 nm. En presencia del
icdurc de potasio, seguidas de fransformaciones de los iones
yodo a yodo diatdmico, provecan estos PAOP.

Lo técnica es muy simple, s& debe trabajar bajo campana vy
primearo debemos preparar un IERO que lleva todos los
reactantes menos la muesira. Para ello debermos mezchar 1 ml
de buffer PAOF mas 50 pl de KI mas 100 pl de acidoe acélica v
agitamo: (fubo Eppendorf). Ademas, de ofre tubo Eppendorf
para la muestra problema, constituida por 900 pl de buffer
FAOF ma: 100 pl de plasma mas 50 pl de Kl v mas 100 pl de
dclde acéfice, agitamos v medimos o 340 nm de A Los dotos
de absorbancia son exfrapolados en una curva de cloromina T.

___ZERO _MUESTRA

1 milL de buffer PADP ml-ll-d!bl-l'ﬁﬂl'm
5'.‘-‘|.lL|!elt| lix] L-lLdE plasma
|']‘:'|.-l.|irkﬂ»:|-:lr.étr:u 5":'I-ILI:|E|i|
|WPL¢-@H|MHH|N

Agitary Ieer a 340 nm de A

Al finalzar el practico eliminar los desechos v lavar el material,
Gracias.

Referencias

- Bterbaver K, Cheeseman H, Dianzani M, Paoli G, Slater T.
1982, Separation and characterization of the aldehydic
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Anexo n°11: Proteinas totales

Determinacién de proteinas tolales (Lowry et al.,
1951):

La concenfracién total de proteinas serd determinada por
medo de la reaccidn entre los resduos de trosing presentas en
la muestra v el reactive de Folin-Ciocalteau, usando albdming
como patrdn. Los ones de Culv presentas an un reactivo de
cobre alcaline [RCA), se unen a los proteinos presentes an los
lisados ceulare: formando complejes con bs dlomos de
nifrdgeno de los enlaoce: paplidicos. Lo formacidn del complajo
Cu2+-proteina, de color azul clarg, proveca el desdoblamiento
de la estructura tidimensional de la proteinag, exponiendo los
residuns  fandlicos de tiredno gue van a participar en o
segunda etapa de ko reaccidn, ol unice o reactivo
Folin-Ciocalteau. El principal constifuyente del reactive de
Folin-Ciocalteow as el dcide fosfomclibdohingstico, de color
amarilla, gque al ser reducido por kbos grupos fendlicos da lugar a
un complejs de color azul inferso. e que es medido
aspecirofotoméiicamente,

Residuas fendlicos

o tirosina
(O} Reactivo de Folin
{Golor amarika)
0]
W3 34L O
ST .y ¥
-c-l ([ ==
6 H OH
Complejo Cud+-probaina
an madka alcaling Reactive de Falin
[ Coler azul palido) reducido
{Caler azul)
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Determinacion de proteinas totales usando el método de Lowry.
Reaccion del ion clprico presente en el RCA y el reactive de
Folin-Ciocalteau con los residuos de firosing de las profeinas
presentes en una muestra problema.

El andlisis consisted en genarsr [a reaccidn de 1 mL del RCA
[Ma2C03 0,94 M, ENaC4H4048 3.5 mi, CusS04 2 md y NaOH 0,5
M) v 10 pl ded lisado de erfrocitee de coda tratarmeentoa,
incubands o  femperatura ambiente  por 10 minutos.
Transcumido &l hempo, serd agregado a la reaccidn 4 mL del
reactive Folin-Ciocalteau mezclado con agua destilada (1:30).
Lvago serd incubada la solucidén resultante a 55°C por 5
minutas v @& leyd a 850 nm. Los valoras serdn extrapolados an
und curva de albumindg v expresados en mg de protaina.

Referencias

- Wilko-3arsat ¥V, Friediandear s, et al. Advanced axidalion
protein products et novel mediators of inflammcticon
and monocytes activation in chronic renal  failure.d
Irrrmidnal 1998: 1612 2524-2532

- Lowry O, Rosebrough M, Famr A & Randall B, 1951, Probadn

mecsuramiant with the FolinPhenol reagents. 1. Biol.
Chem., 193 265-275.
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Anexo n°12: SOD
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Fractico de pardmefros de oxidaclén de
blomoléculas blanco: S0OD

REACTIVOS:

- BUFFER 500
EDTA O, b
MaH PO, S0Mm }Dbuaﬂm enEDTApH 78
Mo HPC, Shmia
- Xanting 0.5me en Buffer 500
- Citocromo c (Cit c] 20 pM en Buffer SO0
SOLUCION Al
|Gl de Xonting + 100mL Cit ¢ (mantenesr g 374C)
SOLUCION B):

25ul de Xanfima Oxidasa + Tl EDTA [mantener en hislo)

Procedimienta:

Determinacidn de SO0 (Fridowvich, 1985

Fara la eveluacion de la activided de S00 se medrd
egpectrofolométiicamante |a reducckn de la formacion de Oy en el
sisiema xaninatoanting oudass.

Xantina + Hy0 Yntna Cidesa 0, -+ Ac. Urico

Citc(Fe )+ 0, 200 __ Citc(Fa2')+ O,

Reaccidn utlzeda para el analisis de la actvidad de 500 descrita por
Fridowich, 19645,

En esta técneca, se usard una alicuots de Msado de eritrocibos (1:28).
Seran preparadas una soluckdn A compuests por xanting 0.5 mbd
citocromo ¢ 20 g disueltas en PES pH 7.8 (Na,HPO, y HMaH.PO,
S0mM disuelios en EDTA 0.1 Mm) y una solucidn B compuesta por
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xantina oxidasa y EOTA 0,1 mM en una proporcidn 1:40. La actividad
enzimdtica serd detectsds en una cindtica de 2 minetos 8 550 nm,
mezclando 2,9 mL de la solucdn A, 50 gL de |a scbucion B v 50 gL de
la muesira. Los datos seran extrapolados en una curva de |la enzima

pura y divididos por las protednas totales con los datos obtenidos en la
determinacsin de proleinas totales de Lowry, expresandola como

unidades de enzima*mg de proteina’.

Refereanclas

- Fodovich | 1885, Superoxide radical and supsroxide dismutEses,
Annu. Rev. Biochem., G4: B7-112.
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Anexo n°13: Catalasas

Praclico de delerminacion in vilre de capacidad
antioxidanbes: TRAF y CAT.

Reactiros:
Evalracion de la aclividad de Cotalasa

Buller Cosalasa: Mo HFO, 50 mii pH 7.0
P, PO, 50 0mkA
HD, 0.3 M

TRAF

- ABTS 150 p
- ABAP[AAPH) 10 rrkd

Amibod pregorodod en agua deshilodd o

Procedimienha:

Determinacidn de lo aclividad de Catalasa

[(febi, 1784)

Loy sridena Covioloso Fosernd peor ey oh 10 prieneero Enasd ohl ol e s
corien ks egpecies rpochvwos de asgena [ROS] o nikeel codulor.

Esta ermima cololira i dEsmohockin ool paededos o harogend
[HT N o ol 08 e,
CETALASE,
PR 3 Ok dhres. srsfeors

AlmsoErar
— VTV ER
Pl e
2H .0, (1) —==22 L 2 H O + 0, ()

Lo heonaca consisle &n hacer MeIcoion o Snima preseie on
el hemolizodo con ung concenlrocidn conocida de HO, ¥
LEgRAr SU FROUCCHYY O Boreds O una cindlco endmdatica.
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B oomlcl o oy CUOTDo, FreEac ko

FF00 . de Buller Cohokano

100 b chs HZOE

-

5yl Hemnolaodo

Banoo [Reia]
3000 il dir Butler Cofobosn

Punto oo B Bualler Caholons b atbar o 30,

Lo rrccciim s dpue on uno cindlica de 1 minule 30 segundes
0w longiiod de ondo (k] che 80 e Uno v osheriacos o
Wk O ObSoinoEncin, e neoizo unogrifes de Sispearside [0
P W Abeoebaone i) soe oindene D e b b b sechs ool
incdon O Comeocitn § 0N B Sohot Ji B0 oot ol b
mcio olbshemcirernes hm&-m“[ﬂ.
o e e ta T e Pl el Pt T e o Pl e T SRRy T g

1 K, 1 1

v, V. |_sj+ V.

Donde & inlercepis (b)) de o ecuvockn de ko ecio e igual o
__ ¥ B pencienhe () e igual o £ Con o volor de K
EdTODOER T B UnG Cursn ce colinnoco die Caohoboen oo
ohvieinemos por 0 Concoriensitn o peehEimnot B impohonhe
comsidene o eclor de diledds coodo duronie ko Femolisis
[1:100.-

Lo wnedoed die ks dil 0 Sctiacod Ol Coniras i U g
® i proheing .
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Anexo n°14: TRAP

TRAP — Takal reackve anfioxidard properdies (Romay
ef al, 1994)

Paro realizor o evaluocitGn de o copocidod onfiosddonde
tofal a trovés de esio Monico, se debe genenor un rodical
ABRTS coloreodo estobds ol reoccionor con = reoctvo
ABAP como muestra la figunao:

L
""--.. 5 o g T o t......... 11
g = R e W P | —_— (] iy
dirm = f——
I

Pora oo, chrbarnes mreachor o umno redocksn 101 ol ABTE oo el
ABAF om incwDor o 4550 por 30 min P00 Deajor ol rmaress 1 mal
de KBTS pora & Blanes]. Bn 0 meedico gQue poo o Bergo
refmos moiordo ek Chiy el SohuCEDn ookt peomd O U vends
turcpemsa. LD wiEe Cpel So Cuimphe o e, cedraeios Beomor ko
O CC i m endioredo bojo oo

Pora esoiuoy b copocidod anhosidonie o noviis del secuesing

ol ebecindn chrpopeoenoco por parie o 0 s Eenckshisrm.
marchor dier ko shpusnn he Sosrmaa:

Muesha probdesno
1000 il dix bo maercks ABTS: ARAP

+*

10 il b b rrassssien pendblerTio

Bl o [Eia]
1000 il ABTS

Roolinwy ung cinefico de S5 oy, Con echeos de o
abeottamsn Sodo 10 sag. O & T34 .

Colclor

A=A - A/ Ay
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A= E5 o absofin oo i

Az B o aboeboncko o e O
A= B ko olseorteamcio O Ternipso S
A= B b oieortsancio O fernipeo 30

Los dohoi LB iropohdn anm o Cured de Colnodo diE uin
onvicacanhe Je relenemecin, TROLOHER wnimémies O k2 vt E

Apki H. B. Isokahion, punificafon, chorociennobon, and osoosy of
anfdowygonic anrymes [13] Calohkes n vilno, pdadhods in
Ermyrmaodoygy. [IRB4) 05 131-134.

Rommay (. Poscual o, Led EA. The meoclion Doebsom SETS
rocdical cafion ond anboskdosnis ond it e B ossaloohs Hhue
ovioeioant shodus of erom Srgshes. Brosilioen Joorrsol of sSeccol
and Eodogical Reseorch, [1998), 2921 7583
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Anexo n°15: GSH/GSSG

Practico de parametros de oxidacién de
blomoléculas blanco: GSH/GA5G

REACTIVOS:

- EDTA SmM
- BuMer KPE
KH.PO, 0. 1M [140mi] | en EDTA
K.HPO, 0.1 M [840miL)

"ol mezckr an asha wolumen '..'H:H;h:l pH 7.5
- 2-winlipiddina: 1:10 en buffer KFE (Hislke v bajo campoana)
- DTHNB: 2mig en 3mil de buffer EPE [Oscundod)
- B-HADPH: 2mg en 3mil de buffer EPE |(Oscuridad|

- Glulghén reduciasa (GR): 4ul [250 UfmL) en 3ml de buffer EPE

Procedimiento:
GSHMGSSE (Rahman et &i., 2006):

Este ensayo se basa en @ reaccidn del ghetatidn reducido (G5H ) con
=l reactive de Ellman (DTHEB) gue forma wn cromdfone THB con una
aboorbancia mazima a 412 nm, ademas de formar un aducto con el
glutatiin ouidado (55-TMB). El adwcto G5-THME es reducido por
glutatkin reductasa (GRL en presencia de MADPH, recclando el
G5SH. Dehido 8 que a partir de una modécula de G556 s forman 2
GE8H, por accedn de GR, la cantidad de ghutatidn medido representa la
guma ded glutatidn redecido (G5H) v oxidado (G555) en une masestra
probéama ([GSHotEl = [G5H] = 2 ¥ [E556])L Asl, la concanracidn de
una musestra desconocida se determinard wsando curvas de G5SH y
GESE estdndar.

o e
.X-m\¥ AL N

m}w@/"
o

THEBE

A max 412 nm

GS5G
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Reaccion de reciclapge del reactivo de Eliman (DTHE) para La
determinacktn de la rezdn GSHGSSG (Esquema obtenido dess el
articulo de Rahman et al., 2008).

Brevemants, los entrocios serdan resuspendidos en 1 mil de buffer de
exiraccidn en heslo (0.1% Triton-X y 0.6% de acido sulfosalicilico en
KFE, Buffer fosfato potasico 0,1 M en EDTA SMm ajustado & pH 7.,5)
W homepeneizados, Lusgd Seran somnecados en agua con hislo por 2-3
minutos, agitando en wortex por 30 segundos. FPara asegurarse de
gue  |las células esten ben lisadss, se congelaran a -BOSC.
Posteriormmenie, =& descongelaran los tubos y 52 cenfrifugaron a
3.000g por 4 minafos a 4°C. Una vez realizado este paso. =l
sobrenadante sera transferido & un tubo Eppendorf, previamenie
refrigerado, &l cual sard ullizaeds para la estimacion de GESHIGSSH.
Fara ello, en una celda de cuarzo de 1ml, =& agregardn TOO0 plL o=
buffer KFE potasio fostato 0.1M con EDTA S Mm (pH 7.5), 100 plL del
bzsado v 120 plL de solucidn DTHE / GR (1:1) (2 mg de DTHMB en 3 mL
de buffer KPE; 40puL de GR (25 vnidades mL-1} en 3 mL de KFE) v
seran mezclados. Se esperardan 30 segundos y 32 agregaran GO pl
de B-HADFH (2 mg de B-NADPH en 3 mL 9= KFEL se agitard con
parafilm y 52 keerd a8 412 nm & Ios 2 minutos. Se usard como blanco
todos los reactantes menos la muestra. Finalments, |a cantided de
GSH y G556 serd obtenida a partr ge curvas Sstdndar v Do
divididos los valores para obtener & indice GSHIGSSG.

Eeferencias

- Rahman |, Kode A BEwas 5. 2006, Assay for guantitatve
determinason of glutatheomne and glutathione disulfide levels using
enzymatic recycling methed. Mature Proiocols. 1(8): 3159-3165.
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