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3. ABSTRACT

Objective: Evaluate the effect of aerobic, intervallic and muscular endurance
exercise protocol, about the parameters of oxidative stress, in patients attached
to Cardiovascular Health Program from Family Health Center Placeres.

Method: The present investigation, correspond to gauasi-experimental study,
non-randomized, with pre and post-measurements. The sample consisted in 9
subjects of both gender, age between 51 to 77 years, separated in 2 groups (GO
non-intervention and G1 intervention), users of Cardiovascular Health Program
in Placeres Familiar Health Center, Valparaiso, Chili. Each group was measured
in lipid profile, oxidative stress markers and antioxidant enzymes before the
intervention, and after 4 months of intervention.

Results: GO group didn’t show significative differences. G1 group show
significative differences (p<0,05), represented in an increase of oxidative
damage, expressed in LDLox and plasmatic protein carbonyls markers. The
same group experienced an increase in SOD and TRAP expression, with
significative differences (p<0,05).

Conclusions: The application of an aerobic, intervallic and muscular endurance
exercise protocol for 3 months, generates an increase in plasma LDLox and
carbonyl concentration, besides a SOD and TRAP upregulation increment.

Keywords: metabolic sindrome, physical exercise, oxidative stress, antioxidant
defense.



4. RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de un protocolo de ejercicios aerdbicos, intervalicos y
resistencia muscular, sobre los pardmetros de estrés oxidativo, en pacientes
adscritos al programa cardiovascular del centro de salud familiar Placeres.

Método: El presente estudio corresponde a un disefio cuasi-experimental, con
una muestra no probabilistica con mediciones pre y post intervencion. La
muestra la conformaron 9 sujetos de ambos sexos, con edades entre 51y 77
afos, divididos en 2 grupos (GO no intervenido y G1 intervenido) pertenecientes
al Programa de Salud Cardiovascular del Centro de Salud Familiar Placeres de
Valparaiso, Chile. En cada grupo se midio el perfil Lipidico, marcadores de dafio
oxidativo y enzimas antioxidantes al momento de iniciar el protocolo de
ejercicios fisico y a los 4 meses.

Resultados: El grupo GO no mostro diferencias significativas. El grupo G1
presentd diferencias significativas (p<0,05), representado en un incremento en
el dafio oxidativo, expresado en marcadores de LDLox y carbonilos proteicos
plasmaticos. Este mismo grupo experimentd un aumento en la expresion de
SOD y TRAP, con diferencias significativas (p<0,05).

Conclusiones: La aplicacion de un protocolo de ejercicio fisico aerdbico
intervalico y de resistencia muscular por un periodo de 3 meses, genero un
incremento de las concentraciones de LDLox y carbonilos en plasma, ademas
de un aumento en la expresion de SOD y TRAP.

Palabras claves: sindrome metabélico, ejercicio fisico, estrés oxidativo, defensa
antioxidante.
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5. INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) corresponde a una entidad fisiopatolégica que
engloba un grupo de enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT):
hipertension arterial (HTA), resistencia a la insulina (RI), dislipidemia (DLP) y
obesidad visceral (OV), las cuales tienen efectos deletéreos para la salud
(Hansel et al., 2004). Esto representa un grave problema de salud publica
debido a que favorece la generacién de patologias cardiovasculares graves,
tales como infarto agudo al miocardio, accidente cerebro vascular, entre otros,
las cuales, en muchos casos, pasan desapercibidas durante su desarrollo

(Otani, 2011).

Los fendmenos clinicos relacionados al SM, representan una pérdida de la
homeostasis corporal, provocando ademas de un estado inflamatorio
generalizado, la pérdida del equilibrio de O6xido-reduccion (Redox) (Roberts,
2009; Dinh et al., 2014). El equilibrio Redox se mantiene gracias a una estrecha
y muy regulada interaccion entre los factores pro oxidantes y las defensas
antioxidantes (AO) (Dinh et al., 2014). La alteracion de este balance genera el
llamado estrés oxidativo (EO). Este fenbmeno se caracteriza por la generacion
de radicales libres (RL), especificamente de especies reactivas de oxigeno
(ERO), las cuales representan un factor de riesgo cardiovascular (Ando & Fuijita,

2009), ya que se asocia a la presencia de disfuncién endotelial, elasticidad
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vascular reducida y rigidez vascular, ademas de ser un factor de deterioro de la

perfusion tisular, hemostasia y trombosis (Junzhen et al, 2014).

Dentro de los factores AO necesarios para mantener el equilibrio, se encuentran
la superéxido dismutasa (SOD), Glutation peroxidasa (GPx), Catalasa (CAT) y
Scavengers o atrapadores de ERO. Estos cumplen con la funcion de mantener
el equilibrio frente a ERO tales como anidén superoxido (Oy), peroxido de
hidrogeno (H20,) y radical hidroxilo (*HO), elementos que favorecen un estado
inflamatorio, produciendo remodelamiento vascular, crecimiento exacerbado de

células musculares y tejido conectivo, incluso apoptosis (Higashi et al., 2009).

Los principales focos de dafio frente a un estado de EO, son las
macromoléculas de nuestro organismo: acido desoxirribonucleico (ADN), lipidos
y proteinas (Dinh et al., 2014). El dafio de estas genera alteraciones en la
funcién celular, y desde el punto de vista cardiovascular, tiene por resultado la
posibilidad de generacién de patologias como HTA, diabetes mellitus 1l (DM-I1),

insuficiencia cardiaca y ateroesclerosis (Steyers & Miller, 2014).

En la presente investigacion, se analizaran mediadores de lipoperoxidaciéon y de
oxidacion a proteinas. Estos fenémenos tienen por consecuencia la formacion
de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL.x) Yy carbonilos proteicos

plasmaticos, respectivamente (Parthasarathy et al., 2010; Wadley et al., 2016).



Se ha observado que el ejercicio actia como un factor pro-oxidativo, sin
embargo, también actia como protector de enfermedades cardiovasculares,
ademas de favorecer la expresion adaptativa de enzimas AO y homeostasis de
multiples factores, tales como oxido nitrico (NO), perfil lipoprotéico, sensibilidad
a la insulina, etc. (Henriksen E., 2007; Casillas J.M et al., 2007; Higashi et al.,

2009).

El presente estudio corresponde a una segunda fase investigativa, enmarcada
en el proyecto denominado “Efecto de un protocolo de ejercicios aerdbicos y
resistencia muscular, sobre el estado de EO en pacientes con riesgo de
patologia cardiaca metabdlica”, el cual utilizé como poblacion de estudio a un
grupo de personas pertenecientes al programa cardiovascular del Centro de
Salud Familiar (CESFAM) Placeres, cerro Placeres, Valparaiso. En esta
segunda etapa, se pretende evaluar los parametros de LDLox y carbonilos, con
el fin de establecer una relacion entre los mecanismos adaptivos generados por
la intervencion de ejercicio fisico en una poblacién con sindrome metabdlico y
mecanismos compensatorios al deterioro oxidativo. Y asi establecer pautas de

prevencion y diagnéstico clinico.



6. MARCO TEORICO

El SM se caracteriza por ser un conglomerado de condiciones fisiopatolégicas
gue actuan como factores de riesgo para producir ECNT. Presentan una lenta y
progresiva evolucion, son de muy larga duracién y no son transmisibles entre

personas (E. Hopps et al., 2009; Lépez et al. 2007).

A raiz de lo expuesto, segun la organizaciéon mundial de la salud (OMS) el SM
representa un gran problema de salud publica, siendo la mayor entidad
fisiopatoldégica generadora de discapacidad y muerte, tanto en los paises
desarrollados, como en los paises en vias de desarrollo (Kandula et al., 2005).
La causa de tal impacto radica en que en su conjunto representa un importante
factor de riesgo para la aparicion de ECNT como: HTA, DLP, DM-II, obesidad
(Roberts & Sindhu, 2009), enfermedades respiratorias cronicas, cancer,
depresion, etc. (Mathers et al., 2006, H.Li et al., 2016). La incidencia de los
factores de riesgo conglomerados en el SM, estan intimamente relacionados a
los estilos de vida y estratos socioecondmicos, siendo este factor social un
exacerbante al problema de base. Es asi como el tabaquismo, una dieta poco
saludable, el sedentarismo y otros malos habitos de vida, agravan la condicion

homeostatica corporal, generando patologias (MINSAL, 2010).



A nivel local, Chile ha experimentado un incremento progresivo y marcado en la
aparicion de ECNT, manifestandose en un aumento de la morbimortalidad de
patologias relativas al SM. Segun la Encuesta Nacional de Salud (ENS)
realizada en Chile en el afio 2009-2010 (MINSAL), existe una notoria
prevalencia de habitos de vida poco saludables. En lo concreto se evidencia en
indices elevados de prevalencia de sedentarismo (88,6%), consumo de tabaco
(40,6%), exceso de peso (64,5%), entre otros, que finalmente se traduce en
tasas de SM de 8,8% en los menores de 24 afos (10,5% en hombres 'y 7,4% en
mujeres), de un 36,6% en la poblacion adulta entre 25 y 64 (46% en hombres y
30,1% en mujeres) y un significativo 51,6% en mayores de 65 afios (53% en

hombres y 50,7% en mujeres).



6.1 DEFINICION Y DIAGNOSTICO

El SM actualmente se define como una condicion patolégica asociada a Rl e
hiperinsulinemia que presenta un alto riesgo de desarrollar DM-Il y enfermedad
cardiovascular ateroesclerética (Maiz, 2005). Su diagnéstico ha ido
evolucionando con los afios (Lépez et al, 2007) y existen distintos consensos a
nivel mundial. Para el desarrollo de la presente investigacion, se utilizd los
criterios aplicados en la ENS 2009-2010 (MINSAL), basados en los acuerdos
consensuados en 2004 en National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel Ill (NCEP ATP-III) por la American Heart Association y por el
National Heart, Lung and Blood Institute. Segun esta propuesta existen 5
criterios categoricos, de los cuales un sujeto con SM debe experimentar a lo

menos 3:

1. Incremento de la circunferencia de cintura: = 88 [cm] en los varones y
283 [cm] en las mujeres (Criterio International Diabetes Federation — IDF
C3, utilizado por ENS desde 2003 para poblacién chilena).

2. Elevacién de los triglicéridos (TG): = 150 [mg/dL] (1,7 [mmol/l]), o
tratamiento farmacoldgico por elevacion de los TG.

3. Disminucién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL): < 40 [mg/dL]

(0,9 [mmol/l]) en los varones, < 50 [mg/dL] (1,1 [mmol/l]) en las mujeres,



o tratamiento farmacolégico para alteracion de las concentraciones de
las HDL.

4. Elevacion de la presion arterial: 2 130 [mmHg] la sistélica y = [85 mmHg]
la diastdlica, o bien tratamiento medicamentoso de la HTA.

5. Elevacién de la glicemia en ayunas: = 100 [mg/dL] o tratamiento

farmacoldgico de la hiperglucemia.

Como se mencion0 anteriormente, la génesis de estas condiciones patologicas
deriva de factores fenotipicos y de conductas poco saludables, que se agrupan

en los denominados constituyentes patolégicos del SM.



6.2 ESTRES OXIDATIVO

Existe una gran cantidad de evidencia de la relacibn del EO con el SM
(Furukawa et al., 2004; Grattagliano et al., 2008; Ando et al., 2009; Skalicky et
al., 2009; Roberts et al., 2009; Hoops et al., 2010; Otani et al., 2011; Hutcheson
et al.,, 2012; Matsuda et al., 2013). Como se vio en el capitulo anterior, los
fendmenos clinicos relacionados al SM, representan una pérdida del equilibrio
homeostético, caracterizado por estados inflamatorios sistémicos. Sin embargo,
se ha de considerar de manera importante al EO, debido a que los
acontecimientos fisiopatoldgicos relacionados al SM, generan una alteracion del
equilibrio, sefializacion y control Redox (Powers et al., 2008; Roberts, 2009;

Dinh et al., 2014).

El equilibrio Redox se mantiene gracias a una estrecha y muy regulada
interaccion entre los factores pro oxidantes y las defensas AO (Dinh et al.,
2014) y la alteracion de este balance genera el llamado EO. Este fenbmeno se
caracteriza por la generacion de ERO y especies reactivas de nitrégeno (ERN),
las cuales representan un factor de riesgo cardiovascular (Ando & Fuijita, 2009),
ya que se asocia a la presencia de disfuncion endotelial, elasticidad vascular
reducida y rigidez vascular, ademas de ser un factor de deterioro de la perfusion

tisular, hemostasia y trombosis (Junzhen et al, 2014).



Las ERO, consisten en RL y moléculas reactivas derivadas del oxigeno
molecular y su produccién es comun para todas las especies que utilizan el
oxigeno como sustrato metabolico. Estas moléculas son producidas en diversos
procesos celulares, donde destaca la cadena transportadora de electrones a
nivel mitocondrial durante la respiracion celular, la actividad Redox enzimética,
la oxidacion catalizada por metales, la contraccion muscular y los procesos
fagociticos del sistema inmune, todos los cuales, en determinados estados,
pueden volverse procesos deletéreos para el organismo si existe un
desequilibrio (Held, 2010). Sin embargo, estudios recientes han demostrado
gue las ERO también participan en mecanismo de sefializacion celular, tales

como expresion génica y apoptosis (Hancock et al., 2001).

Un RL consiste en un a4tomo o molécula que contiene uno o mas electrones
desapareados y que ademas es capaz de existir independientemente, por lo
tanto, son altamente reactivos, ya que tienden a generar enlaces con las
macromoléculas concomitantes. Es en este proceso donde pueden generar
dafio a lipidos, proteinas o ADN, oxidandolos (Powers et al., 2008; Sachdev &

Davies, 2008).

Los RL primarios generados en la célula son el O,  y el NO. El O, es generado
tanto por una reduccion incompleta de oxigeno en la cadena transportadora de

electrones, o como producto de sistemas enzimaticos especificos, por otro lado,

9



el NO es producido por enzimas especificas 6xido nitrico sintetasa (NOS).
Estas moléculas pueden llevar a la generacion de RL secundarios que pueden
dafar tanto lipoproteinas, como proteinas (Held, 2010; Dalle-Donne et al.,

2003).

Para evitar el dafio a macromoléculas, el organismo ha generado estrategias
evolutivas para frenar el dafio oxidativo, estabilizando las reacciones quimicas
formando productos mas estables, las denominadas defensas AO. La SOD, una
barrera enzimética AO, favorece la conversion de O, en H,O,, molécula que
posteriormente, en los peroxisomas celulares, se produzca una reaccion
mediada por CAT, para formar H,O y O,. Por otro lado, el NO rapidamente

reacciona para formar peroxinitrito (ONOQ") y otras ERN (Powers et al., 2008).

6.2.1 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

e Superoxido: Esta molécula es formada como intermediario en reacciones
qguimicas, posee carga hegativa y es relativamente impermeable a la
membrana celular. Si se compara a otras ERO, como el *HO, posee una
vida media relativamente mayor, lo que incrementa la posibilidad de
difundir por la membrana celular. Es considerado relativamente poco
reactivo comparado a otras ERO, sin embargo, puede reaccionar con NO

para formar ONOO", o ser una molécula activa Redox, reduciendo

10



moléculas como el Citocromo C de la cadena respiratoria de electrones,
u oxidando sales como el ascorbato de sodio (Darr et al., 1994). La
dismutacion espontanea y enzimatica de O,’, es la mayor responsable de

la formacion de H,O..

Perdxido de hidrégeno: Este compuesto reactivo puede potencialmente
generar RL, incluida una molécula altamente reactiva, el *HO, sin
embargo, es mas estable que el O, por lo que posee una vida media
relativamente larga y puede difundir la membrana con mayor facilidad.
Estd molécula, en condiciones de equilibrio Redox, reacciona con la
enzima CAT para formar O, y H,O, pero se le considera citotoxica, ya
que en presencia de metales como el hierro (Fe**) o cobre (Cu?"),
pueden generar *HO por reaccion de Fenton y Haber-Weiss (Halliwell,

1995).

Radical hidroxilo: Es un RL altamente reactivo, posee una vida media
muy breve, y es incapaz de atravesar la membrana plasmatica, por lo
cual su blanco de dafio debe estar concomitante a este y potencialmente
puede dafiar macromoléculas como el ADN, generando compuestos
como 8-0x0-2’ deoxyguanosine. Es considerada la ERO mas dafina de

los compuestos biolégicos (Cooke et al., 2003).

11



Oxigeno singulete: Este compuesto presenta una vida media corta y es
altamente reactivo por su gran capacidad oxidativa. No obstante, es
capaz de difundir la membrana plasmatica. Es formado gracias a la

dismutacion del O, en H,O (Powers et al., 2008).

Oxido nitrico: Esta molécula es sintetizada a partir de L-Arginina. La
enzima encargada de la conversion de L-Arginina en NO se denomina
NOS, la cual es nicotinamida adenina dinuclettido fosfato (NADPH)
dependiente y posee como subproducto L-Citrulina. Existen tres tipos de
NOS: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) y NOS inducible
(INOS). La eNOS produce el NO necesario para la vasodilatacion de la
musculatura lisa vascular, mediante la interaccion con el grupo ferroso de
GMPc (Halliwell, 1995), la nNOS produce NO con el propésito de ser
utilizado como molécula sefalizadora, y en el caso de la iINOS, produce
NO con el objeto de ser utilizado en procesos del sistema inmunologico

(Stuerh, 1998).

Peroxinitrito: El NO reacciona con O, para formar ONOO". Es una
reaccion altamente rapida, mas que la dismutacion de O, para formar
H,O, por lo que si estos compuestos se encuentran en un mismo
compartimento, es muy probable que se forme ONOO'". Esa molécula es

un fuerte agente oxidante que puede generar dafio al ADN y nitrar
12



proteinas, desnaturalizandolas. Por lo anterior, se considera una
molécula deletérea, ya que ademas disminuye la biodisponibilidad de NO

(Powers et al, 2008).

6.2.2 Defensas antioxidantes

El organismo posee un organizado y bien estructurado sistema AO para para
evitar un estado de desequilibrio Redox. Por definicion, un AO es “cualquier
sustancia que, cuando esté presente en concentraciones bajas en comparacion
con las de un sustrato oxidable, retrasa significativamente o previene la
oxidacion de dicho sustrato” (Halliwell, 1995). Un sustrato oxidable es,
basicamente, cualquier elemento presente en una célula: ADN, lipidos,

proteinas, carbohidratos, etc.

Los AO se encuentran tanto en el espacio intracelular y extracelular, y se
dividen en AO enziméaticos, no enzimaticos y exdgenos (Powers et al., 2008;

Sachdev & Davies, 2008).

e Enzimas antioxidantes: Encontramos una serie de proteinas que tiene
por funcién frenar la cadena oxidativa. Encontramos principalmente a

SOD, GPxy CAT.
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o Superoxido dismutasa: Su principal funcion es la de producir H,0O,
y O, a partir de O,. Existen tres isoformas: SOD1 (CuzZnSOD),
SOD2 (MnSOD) y SOD3 (EC-SOD). La primera utiliza cobre-zinc
como cofactor y se encuentra en el espacio intermembrana
mitocondrial. La segunda utiliza manganeso como cofactor, y se
encuentra localizada principalmente en la matriz mitocondrial. La
tercera utiliza cobre-zinc como cofactor, y se localiza en el espacio
extracelular. Se ha visto que la actividad de la SOD es mayor en
células con una alta actividad aerdbica, como es el caso de las
fibras musculares tipo | y lla del masculo esquelético (Kriswell,

1993; Zelko et al., 2002).

o Glutation peroxidasa: Esta enzima presenta 5 isoformas. Es una
enzima selenio (Se) dependiente que cataliza la reduccién del
peréxido de hidrogeno (H,0;) o lipoperdxido (L-OOH), y mientras
mas actividad aerbdbica presenta la célula, mayor es su
concentracion. La GPx utiliza al glutation reducido (GSH) como
donador de electrén, formando glutation oxidado (GSSG). En vista
de lo anterior, la célula presenta un sistema para regenerar el
GSSG que se encuentra oxidado, utilizando otra enzima
denominada glutation reductasa, NADPH dependiente (Singhal et

al., 1987).
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o Catalasa: Esta enzima tiene por funcion catalizar la conversion de
H.O, a H,O y O,. Se encuentra ampliamente distribuida al interior
de la célula (Kirkman et al., 2007). CAT utiliza como cofactor al
hierro, el cual debe estar adherido a su sitio activo enzimatico
(Chelikani et al., 2003). Al igual que la GPx y SOD, la
concentracion de CAT es directamente proporcional al indice
metabdlico aerdbico celular, por ende, células con baja capacidad
oxidativa, va a poseer un menor indice de esta enzima (Powers et

al., 2008).

o Enzimas antioxidantes-reparadoras: Ademas de las enzimas antes
mencionadas, en el organismo existe una gran cantidad de otras
enzimas AO que pueden contribuir directa o indirectamente al
mantenimiento del estado Redox. De estas, las mas estudiadas
son la tiorredoxina (TRXx), glutarredoxina (GRXx) y peroxirredoxina
(PRx). La TRx y GRx estan involucradas en la proteccion y
reparacion de proteinas celulares en estados de desbalance
Redox, ambas también pueden ser donadoras de electrones para
la reaccién mediada por GPx, donde se cataliza la conversién de
H,O, a ROH y H,0. La PRx se ha visto involucrada en procesos

de reduccién de hidroperdxidos y peroxinitritos, ademas de regular
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procesos de comunicacion celular mediados por H,O, (Berndth,

2007).

e Antioxidantes no enzimaticos: Dentro de los AO enddgenos encontramos
vitaminas, cofactores enzimaticos, péptidos, polifenoles, entre otros

(Kapoor et al., 2015).

o Vitaminas: Encontramos a la vitamina A, producto de la
descomposicion quimica del (B-caroteno y es producido en el
higado. Su funcion reside en detener la propagacion de radicales
peroxilos, por ende, inhibir la lipoperoxidacion (Kapoor et al.,
2015). La vitamina C es hidrofilica, por lo tanto, ejerce su funcién
en ambientes acuosos, esta actia como un AO scavenger,
depurando O2-, *HO y radicales hidroperéxidos lipidicos, pero
también tiene una importante funcién en el ciclaje Redox de la
vitamina E (Carr et al., 1999). La vitamina E es uno de los AO mas
abundantes en la naturaleza y engloba a 8 estructuras isbmeras
de tocoferol y tocotrienol, siendo el mas estudiado y con mejor
capacidad AO, el a-tocoferol. Por sus caracteristicas hidrofébicas,
ejerce su accién en regiones lipidicas, deteniendo la cadena de
reacciones oxidativas en las membranas celulares (Powers,

2008).
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o Coenzima Q10: Se ha estudiado su potencial AO, previniendo la
lipoperoxidaciéon, ademas posee una importante accion

regenerativa de la vitamina E (Turunen et al., 2004).

o Glutation: Es un tripéptido endégeno que cuando se encuentra
reducido (GSH) actia como donador de electrones, reduciendo
proteinas oxidadas u otros antioxidantes como ascorbato y GPx

(Steenvoorden et al., 1997).

e Antioxidantes exdgenos: Encontramos antioxidantes enziméticos y no
enzimaticos que son adquiridos a través de la dieta. Al igual que los
antioxidantes enddgenos, su funcién radica en la depuracion de RL como
O, y radicales peroxilos, inhibiendo la oxidacién de macromoléculas (El-

Agamey et al., 2004).

En adicién a la categorizacién previamente revisada, los antioxidantes pueden
ser clasificados de acuerdo a su funcidén supresora antioxidante. Encontramos
tres tipos (Kapoor et al., 2015):
e AO primarios: Son aquellos involucrados en la prevencion de la
formacion de un agente oxidante. Encontramos por ejemplo a CAT y

GPx.
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AO secundarios: Se encuentran todos aquellos antioxidantes
secuestradores (quelantes) de ERO. Actdan inhibiendo la iniciacién y
propagacion de una cadena oxidativa. Encontramos por ejemplo glutation

y tocoferol.

AO terciarios: Son aquellos AO que actian reparando moléculas
oxidadas, como lipidos, ADN, proteinas, enzimas o incluso otros

antioxidantes.

6.2.3 Fuentes generadoras de radicales libres

Existen mdultiples fuentes generadoras de RL que pueden llevar a un

desbalance oxidativo en el organismo, algunas de ellas son de fuentes

enddgenas y otras exdgenas.

Mitocondria: Este organelo es una importante fuente de RL enddgenos.
El anion O,, es producido en dos componentes de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial, estos son el complejo | (NADH
deshidrogenasa) y el complejo Il (ubiquinona citocromo C reductasa).
Esto se produce dado que el traspaso de electrones del complejol o ll a
una coenzima Q o ubiquinona Q, resulta en la formacién de una

coenzima Q reducida (QH,). Esta QH,, regenera a la coenzima Q
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mediado por un intermediario inestable denominado anién semiquinona
(*Q). Este -Q°, al ser altamente reactivo, inmediatamente reacciona
donando su electrén a un oxigeno molecular, formando en consecuencia
O, reaccion que, al no ser enzimatica, es mayor mientras asi lo sea la
tasa metabdlica, como ocurre durante el ejercicio (Phaniendra et al.,
2014). Tradicionalmente se considera que entre 2-5% del O, consumido
por la mitocondria in vivo, deriva en la produccion de O, (Powers et al.,
2008), sin embargo, otros autores han observado que la tasa de
produccion de O, alcanza cerca de un 0,15% del O, consumido (Brand,

2010).

Peroxisomas: En este organelo, la via respiratoria involucra el paso de
electrones al O, desde varios metabolitos, para la formacién de H,O,,
con una consecuente liberacién de energia en forma de calor. Ademas
de H,0,, se forman NO y *HO. La principal fuente de H,O, en el

peroxisoma, es la B-oxidacion de &cidos grasos.

Reticulo endoplasmatico: Enzimas como el citocromo p450, b5 y diamino
oxidasa presentes en el reticulo y que participan en la sintesis de
proteinas o lipidos, contribuyen a la formacion de ERO, como ocurre con

la Eroplp, una enzima tiol oxidasa, que cataliza la transferencia de
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electrones desde grupos ditioles a oxigenos moleculares, formando H,0,

(Phaniendra et al., 2014).

Células fagociticas: La produccién de ERO por las células del sistema
inmune que se encargan de la fagocitosis de patdgenos u otras
moléculas exogenas, se denomina comunmente como estallido
respiratorio, dada la alta tasa metabdlica aerdbica que ocurre en este
proceso. Este proceso es mediado por la enzima NADPH oxidasa,
localizada en la membrana de la vacuola fagocitica, la cual cataliza la
reaccion de conversion de NADPH a NADP® + H*, utilizando como
aceptor de electrones a 20,, formando 20;, los cuales son precursores
de H,0, y *HO, todas las cuales produces dafio a macromoléculas del

patégeno (Cascales, 2005; Held, 2010).

Actividad fisica: Otra importante fuente enddgena es la realizacion de
ejercicio. Durante la practica de una actividad fisica, se produce un
aumento del consumo de oxigeno que se traduce en una mayor
formacion de RL por la mitocondria. Si el ejercicio aerdbico es profuso, la
cantidad de RL producida puede superar a la capacidad antioxidante,
generando estrés oxidativo (Powers et al., 2008; Arquer et al., 2010;

Djordjevic et al., 2011).
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e Fuentes exdgenas: La exposicion a quimicos o fuentes fisicas del medio
ambiente como alcohol, humo del cigarro, metales pesados, pesticidas,
rayos ultravioleta, altas temperaturas o drogas como el paracetamol,

pueden generar RL en el organismo (Pham-Huy et al., 2008).

6.2.4 Sindrome metabdlico y estrés oxidativo

Se ha visto una importante asociacion entre los criterios categoricos de la
NCEP ATP-III, de tal modo que la RI, HTA, DLP y OV, son caracteristicas que
desencadenan un estado inflamatorio sistémico y un desbalance homeostatico
Redox (Guerrero-Romero et al, 2006), por lo tanto, se definen como los

componentes del sindrome metabdlico.

A) Resistencia insulinica

Se define resistencia insulinica como una disminucion en la accion metabdlica
de esta hormona secretada por las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas. Principalmente se evidencia en la alteracién de su accion relativa a la
homeostasis de la glucosa, de modo que patolégicamente, cesa su funcion en
los 6rganos diana en los cuales realiza su labor: musculo, higado, endotelio,

tejido adiposo, entre otros (Maiz, 2005).
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En estadios tempranos de la RI, aparece hiperglucemia postprandial derivada
de una disminucién en la compensacion hiperinsulinémica y en estados mas
avanzados aparecen indices glucémicos elevados en ayuno (> 100 [mg/dl],

segun NCEP ATP-III).

La insulina favorece la glucogendlisis y la translocacién y sintesis de los
transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT-4), importantes en el proceso de
internalizacion de glucosa. Por lo tanto, se ve truncada la posterior utilizacion de

esté glucido como sustrato metabdlico (Yu J. et al, 2016).

La Rl puede derivarse de defectos relacionados al receptor de insulina o por
trastornos de su accion de la cascada de sefalizacion derivada del
acoplamiento receptor-insulina. En un gran porcentaje de los individuos que
padecen resistencia a la insulina, existen defectos en la cascada de
sefalizacion post acoplamiento receptor-insulina, tales como el sustrato del
receptor de insulina tipo 1 (IRS-1), proteinkinasas, glicdgeno sintetasa, etc, los
cuales se ven favorecidos fenotipicamente por el estado de OV y por los habitos
de vida poco saludables como el tabaquismo y sedentarismo.

La gran mayoria de los individuos con Rl padecen de OV, expresandose esta
condicion en mas de un 80% de los casos. La formacion tisular de adipocitos
viscerales conlleva un incremento en la actividad endocrina lipidica, liberando al

torrente sanguineo concentraciones elevadas de factor de necrosis tumoral a
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(TNFa), ademas de otras moléculas pro-inflamatorias, y de acidos grasos libres
(AGL), el cual tiene una importante incidencia en la fisiopatologia de la RI
muscular, ya que este acido graso promueve la fosforilacion de IRS-1 en su sitio
serina, inhibiendo la translocacion de GLUT-4 dependiente de fosfatidilinositol-
3-kinasa (PI3K), favoreciendo un estado hiperglucémico, hiperinsulinémico
compensatorio y el progresivo deterioro de las células B-pancreaticas, evento

que representa el pinaculo de la expresion de la DM-II (Shepherd et al., 1999).

Resistencia insulinica y estrés oxidativo

Se ha observado que los niveles en plasma de metabolitos del estrés oxidativo
se encuentran incrementados en sujetos con DM-II, comparados con sujetos sin
esta condicibn, y a su vez, estos niveles elevados son inversamente
proporcionales al control metabdlico de los niveles de glucosa en sangre
(Nourooz-Zadeh et al., 1997). Mas recientemente se ha visto asociaciones
positivas entre estos dos factores, evidencia que reafirma una relacién directa
entre la Rl y EO (Park et al., 2009).

En cultivos celulares musculares y de adipocitos, ademas de estudios en ratas,
se ha observado que exposiciones prolongadas a H»0,, disminuye
marcadamente el metabolismo de la glucosa estimulado por insulina, en general
debido a la intervencion oxidativa de esta molécula en los procesos de

sefalizacion celular, especificamente alterando la cascada de sefalizacion
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insulinica dependiente de PI3K (Rudich et al., 1997; Henriksen, 2005)
probablemente debido a mecanismos dependientes de la proteina kinasa
activada por mitégenos p38 (MAPK p38) (Blair et al., 1999), provocando la
fosforilacion en tirosina de IRS-1, produciendo la fosforilacion serina de la
proteina kinasa serinal/treonina (AKT), importante molécula involucrada en el
proceso de translocaciéon de GLUT-4 (Henriksen, 2005) y disminuyendo la

expresion génica de este transportador (Rudich et al., 1998).

El incremento del estrés oxidativo en relacion al estado hiperglucémico, esta
relacionado a que este Ultimo necesariamente involucra una mayor tasa de
auto-oxidacion de glucosa, evento que genera *HO y ademas un incremento en
la produccién de ATP por la cadena transportadora de electrones mitocondrial,

lo que conlleva también una sobreproduccion de O, (Golbidi et al., 2012).

B) Hipertension Arterial

La HTA se ve representado por un tono arterial sistélico > 130 [mm/hg] y
diastélico >85 [mm/hg] (NCEP ATP-IlIl). Se caracteriza por presentar un
incremento del componente vasoconstrictor y una disminucion de
vasodilatacién, ademas de un engrosamiento de las paredes arteriales y por lo
general, el 90% de los casos la HTA es clasificada como primaria, salvo

determinados casos donde es consecuencia de un aldosteronismo primario,
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apnea obstructiva del suefio o enfermedad renovascular (Onusko, 2003). En el
desarrollo de esta condicidn, la microvasculatura contribuye importantemente,
debido a que las pequefias arterias y arteriolas determinan la resistencia

periférica que se expresa en la presion arterial.

Fisiopatolégicamente se observa un incremento en el estado inflamatorio
sistémico, mediado por citoquinas pro-inflamatorias como TNFa (Tintut et al.,
1998) y principalmente proteina C reactiva (PCR) (Lakoski et al., 2005; Tan Xu
et al., 2008), en consecuencia se observa un incremento en los depdsitos de
calcio, ademas de la pérdida de la integridad del componente de elastina de las
paredes vasculares y de un incremento en la rigidez y fragilidad, derivado del
progresivo depoésito adaptativo de colageno fibrilar intersticial y perivascular
(Flamant et al., 2007). Por ultimo, se observa una disminucién de la
biodisponibilidad de éxido nitrico endotelial, lo que genera una disminucion del
componente vasodilatador y una consecuente hipertrofia de la musculatura lisa

arteriolar (Baumbach et al., 2004).

Una de las posibles consecuencias de la HTA, es la aparicién de rigidez de las
capas intima y media de las arterias, que en sujetos con altos indices de OV
puede generar ateroesclerosis. Otra consecuencia es el incremento en la

rigidez e hipertrofia de las paredes arteriolares, lo que se denomina
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arteriosclerosis. Ambos representan un factor de riesgo en la aparicion de

patologias cardiovasculares (O’Rourke et al., 1995).

Cada vez existe mayor evidencia de la relacion entre la OV, DM-Il e HTA
(Morigami et al., 2016; Bouchi et al., 2016). Rowe et al. en 1981 observaba que
indices elevados de insulina circulante pueden desencadenar una descarga
adrenérgica mediada por noradrenalina, con un consecuente aumento del tono
simpatico vasomotor, ademas de un incremento en el gasto cardiaco. En
adicioén, el estado hiperinsulinico favorece la reabsorcion renal de sodio y agua,
especificamente en el tubulo contorneado distal, debido a una incrementada
actividad de la bomba Na/H. De este modo la biodisponibilidad de sodio se
acrecienta en el sistema cardiovascular, promoviendo un aumento de la volemia
y por ende de la presién arterial (Mendizabal et al., 2013). Como se reviso en el
apartado anterior, la OV conlleva un incremento en sefializacion endocrina del
tejido adiposo, liberando AGL al torrente sanguineo. Ademas, se ha visto que
se promueve la secreciéon de leptinas, hormonas peptidicas involucradas en el
mecanismo de saciedad, inhibiendo el apetito. Ambas moléculas activan el
sistema nervioso simpatico, incrementando los valores de tension arterial, y en
el caso de las leptinas, su mecanismo de accion se relaciona a la estimulacién
de los centros hipotalamicos mediados posiblemente por sistemas de
neuropéptidos como la hormona liberadora de corticotropina (Carlyle et al.,

2002; Lemche et al., 2016).
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Hipertension arterial y estrés oxidativo

Como se ha visto previamente, el proceso inflamatorio juega un importante rol
en el desarrollo de HTA. La inflamacion consiste en un intrincado proceso de
respuesta metabdlico frente a alguna noxa o infeccion, con el objetivo de
reparar el tejido o eliminar algan patogeno. Dentro de las células participativas
de este proceso inmune, encontramos a los neutréfilos y macréfagos, los
cuales, como mecanismo de respuesta y eliminacion de patégenos, utilizan un
complejo denominado NADPH oxidasa como principal fuente de ERO,
produciendo especies tales como O, y H,0,. Normalmente este estado
oxidativo controlado cesa al terminar el proceso infeccioso. Sin embargo, en
estados de inflamacién crénica, puede existir un desequilibrio, ocasionando

estrés oxidativo (Dihn et al., 2014).

Una importante consecuencia fisiopatolégica de la produccién de Oy, es que,
en presencia de NO, una molécula vasodilatadora por excelencia, se genera
ONOQO’, reaccion que por ser mas rapida que la dismutacién de SOD, inhibe a
su vez la recuperacion del equilibrio Redox (Huie, 1993). La produccién de
ONOO" produce entonces un incremento en el estado oxidativo, pero también
un desequilibrio vascular, ya que inhibe la accion de la NO en el endotelio,
provocando estados hipertensivos, debido a que inhibe la accién e eNOS por la

oxidacion de BH,4, un cofactor de eNOS, lo que en consecuencia produce un
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desacoplamiento de esta enzima, provocando que esta a su vez genere O, en

vez de NO (Vésquez-Vivar et al., 1998).

Este circulo vicioso, produce a su vez mayor inflamacion, ya que el EO puede
producir factores inflamatorios tales como factor nuclear kappa B (NF-kB)
(Canty et al., 1999) y PCR (Yasunari et al, 2002), o elementos que a su vez

incrementan el estado hipertensivo.

C) Obesidad Visceral

Se define como OV, a la grasa que esta contenida en la region interna de las
cavidades corporales, envolviendo érganos principalmente abdominales, y esta
compuesta por la grasa mesentérica y la grasa de los epiplones, en conjunto,
denominada grasa ectépica (Golbidi et al.,, 2012). En sujetos sanos, los
depdsitos de grasa visceral representan cerca del 20% del total de grasa
corporal en el hombre y aproximadamente el 6% en la mujer (Godinez et al.,

2002).

Existen multiples criterios de medicién, sin embargo, la cuantificaciéon del
perimetro de la cintura ha resultado ser la mas utilizada, por su simpleza y alta
correlacion con los indices de adiposidad central (Tsukiyama et al., 2016). De

acuerdo a la NCEP ATP-III, un incremento de la circunferencia de cintura = 88
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[cm] en los varones y 283 [cm] en las mujeres es aceptado como componente

clave de SM.

Debido al incremento en la masa de células adiposas, el organismo esta
predispuesto a la generacibn de enfermedades cardiovasculares como
ateroesclerosis, patologias hepéticas e incluso cancer (Avogaro et al., 2005).
Actualmente es reconocida como una pieza clave del desarrollo del SM, ya que
favorece el desarrollo de RI, DM-Il, HTA y DLP (Matsuda et al., 2015). Por lo
tanto, la obesidad influencia directamente a los indices de muerte prematura,

acortando los afios de vida (Peeters et al., 2003).

Un incremento en los depdsitos de tejido adiposo producto de una elevada
ingesta de AGL produce un incremento en el estado inflamatorio sistémico
(Matsuda et al, 2013). El tejido adiposo hipertrofiado, ademas de poseer
adipocitos, se encuentra altamente vascularizado, presenta fibroblastos,

neuronas, células madres y células del sistema inmune (Cohen et al., 2016).

Estas células inmunitarias, tales como células dendriticas, macrofagos y
monocitos, entre otros tipos, juegan un importante rol en la fisiopatologia de
esta enfermedad, dado la incrementada sintesis de TNFa y otras citoquinas
pro-inflamatorias, como interleucina 6 (IL-6) y la proteina quimiotactica de

monocitos tipo 1 (MCP-1) (Rajan et al., 2016; Golbidi et al., 2012; Weisberg et
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al., 2003). Se cree que la importancia de la presencia de estas células inmunes
en el tejido adiposo, radica en el remodelamiento tisular, activacion de
adipocitos beige (importantes para el control metabdlico del tejido adiposo, ya
que favorecen el metabolismo caldrico, favorece la sensibilidad a insulina y
disminuye la inflamacion) y por supuesto, para su funcion inmunitaria (Nguyen

et al., 2011, Cohen et al., 2016).

Un importante foco de dafio producto del incremento de la masa adiposa
visceral, es el endotelio (Kershew et al., 2004). El endotelio vascular tiene un
importante rol en el mantenimiento de la homeostasis cardiovascular. Otorga
una barrera entre las paredes vasculares y su lumen, pero ademas se encarga
de secretar una serie de hormonas y mediadores que regulan la agregacion
plaquetaria, coagulacién, fibrindlisis y el tono vasomotor. Este dltimo es
regulado por moléculas como endotelina-1 (ET-1) y tromboxano A2, las cuales
generan vasoconstriccion, y por otro lado NO y prostaciclina que generan

vasodilatacion (Stuerh, 1998; Avogaro et al., 2005).

El principal receptor de NO a nivel de la musculatura lisa vascular, es la guanilil-
ciclasa (GC) sensible a NO. La porcion soluble de GC luego estimula la
produccion de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), el cual es el

responsable de la mayoria de las respuestas intracelulares, activando una serie
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de kinasas dependientes de GMPc, las cuales ademas de favorecer la

vasodilatacion, inhiben la agregacion plaquetaria (Avogaro et al., 2005).

Un incremento en la masa adiposa abdominal tiene efectos directos sobre el
endotelio, ya que la superproduccion endocrina de TNFa e IL-6 por parte del
tejido adiposo visceral, actian como factores quimiotacticos pro-inflamatorios,
favoreciendo la infiltracibn de macréfagos al interior de las células de
musculatura lisa, produciendo modificaciones derivadas de la inflamacién (Xu
H. et al., 2003). Ademas, el TNFa, estimula la transcripcion nuclear de NF-kB, el
cual induce inflamacion, apoptosis, expresion de factores de crecimiento,
citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesién (Mercurio et al., 1999).
Por dltimo, TNFa, inhibe la transcripcibn y genera modificaciones post
transcripcionales de la expresién genética de eNOS, provocando disfunciéon
endotelial (Anderson et al., 2003). Por lo tanto, un incremento en el tejido
adiposo visceral se relaciona intrinsecamente a un estado hipertensivo pro-

inflamatorio (Sverdlov et al., 2016).

Obesidad visceral y estrés oxidativo

Un incremento en la ingesta de AGL conlleva un aumento en el
almacenamiento de estos, pero también en el metabolismo para su

aprovechamiento caldrico. Una concentracién elevada de AGL intracelular,

31



provoca un incremento de su oxidaciébn en la mitocondria, ya sea por P-
oxidacion o mediada por acetil coenzima-A en el ciclo del &cido tricarboxilico.
De cualquier de las dos formas, debido a la gran biodisponibilidad de AGL, se
producen niveles sustancialmente elevados de NADH y FADH,, coenzimas que,
como donadoras de electrones mitocondriales, favorecen las sobre produccion
de O, y por ende un consecuente estado de desequilibrio Redox (Brownlee et

al., 2005).

La mantencién de un estado de estrés oxidativo en el tejido adiposo, genera
tres consecuencias directas. Por un lado, se produce una disminucion en la
expresion genética de adiponectinas, lo que conlleva una disminucion en la
sensibilidad a insulina de ciertos tejidos y una disminucion en el metabolismo de
acidos grasos y glucosa. Ademas, produce un elevado indice de expresion
genética de adipocitoquinas como IL-1, MCP-1 y TNFa, entre otras, las cuales
actuan como factores quimiotacticos para monocitos y macrofagos. Por altimo,

favorece la expresion de NADPH oxidasa en adipocitos (Furukawa et al., 2004).

A lo anterior, se aflade el hecho de que los adipocitos liberan AGL al torrente
sanguineo. Este suceso conlleva una estimulacion a macréfagos, los cuales
liberan factores pro-inflamatorios como TNFa, que favorecen fenOmenos de
lipdlisis e inflamacién (Suganami et al., 2005). Por otro lado, estos AGL

favorecen la sintesis de diacilglicerol, molécula que induce a la proteina kinasa
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C, generando que esta, a su vez, active al complejo NADPH oxidasa,

favoreciendo la produccién de O, (Inoguchi et al., 2000).

En consecuencia, se puede hablar de un ciclo de retroalimentacion paracrina
deletéreo, que se inicia con una ingesta elevada de AGL, que provocan un
desequilibrio Redox por la sobreproduccién de O,. Luego, el EO generado
produce un incremento de adipocitoquininas, atrayendo y estimulando células
del sistema inmune, las cuales generan una inflamacion croénica vy lipélisis, que

a su vez, induce un incremento de ERO.

D) Dislipidemia

La DLP es un término que engloba a una serie de alteraciones cuantitativas y
cualitativas de lipidos plasmaticos en sangre venosa. Segun NCEP ATP |IlI,
2004, corresponde a una elevacion de TG = 150 [mg/dL] (1,7 [mmol/l]), y una
concentracion del HDL < 40 [mg/dL] (0,9 [mmol/l]) en los varones y < 50 [mg/dL]

(1,1 [mmol/l]) en las mujeres.

Estas moléculas presentes en el plasma sanguineo se denominan
lipoproteinas, y como su nombre lo indica, son complejos compuestos de lipidos
y proteinas, cuya funcion recae en el transporte de colesterol, fosfolipidos y TG

en sangre, debido a la naturaleza hidréfoba de estas. Se clasifican de acuerdo a
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su densidad: en orden decreciente encontramos a las lipoproteinas de alta,
baja, muy baja densidad (HDL, LDL, VLDL, respectivamente) y remanentes de
quilomicrones (RQ), representando un contenido de 60% a 70%, 20% a 30% y

10% a 15% del total de colesterol sérico respectivamente, y la diferencia de RQ.

Los niveles de colesterol en la sangre y su metabolismo estan determinados, en
parte, por las caracteristicas genéticas del individuo y ademas por los habitos
de vida, tales como la dieta, el balance calorico y el nivel de actividad fisica.

Los quilomicrones son los encargados de transportar colesterol, fosfolipidos y
triglicéridos de la ingesta alimenticia al higado y musculos, mientras que los RQ
son metabolizados en el higado. Las VLDL tiene la funcién de aportar TG y
colesterol a los tejidos periféricos, provenientes del higado. Por dltimo, las HDL
tienen la funcion de transportar el colesterol desde los tejidos hacia el higado,
lugar donde se inicia el proceso de excrecién de este, mediado por el sistema

enzimatico citocromo p450 (MINSAL, 2000; Pikuleva et al., 2013)

La DLP es una patologia que se relaciona intrinsecamente con el fenémeno de
Rl y la sobreproduccion hepética de VLDL pareciera ser el defecto primario que
relaciona ambas condiciones metabdlicas. La RI tiene por consecuencia la
imposibilidad de inhibicién en la producciéon de glucosa por parte del higado y
en la liberacion de acidos grasos no esterificados por el tejido adiposo, ademas

altera la captaciéon de glucosa por el tejido muscular y tejido adiposo. Estas
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condiciones determinan un incremento en la entrada de glucosa y acidos grasos
no esterificados al higado, los cuales sirven de estimulo en la produccion de
VLDL (Ruotolo, 2002). Otro factor que favorece la producciéon de VLDL derivado
de la RI en ratas, es la disminucion en la degradacion de la apolipoproteina B-
100 (apo B-100), la cual es incorporada en los precursores que dan origen a la
VLDL. Esto ocurre en un contexto inflamatorio, donde factores como el TNFa
alteran la cascada de sefializacion de insulina y estimula la sobreproduccion de
apo B-100 para formar VLDL, ya sea durante el ayuno, como en la etapa

postprandial (Quin et al., 2012).

Actualmente se sabe que las LDL y VLDL son importantes agentes generadores
de patologia cardiovascular, ya que inducen la formacién de placa ateromatosa
(Parthasarathy et al.,, 2010). La ateroesclerosis es una enfermedad de las
arterias de mayor y mediano calibre, en las que surgen depdsitos de grasa en la
capa intima arterial. En un estado inflamatorio crénico, como el experimentado
durante el desarrollo del sindrome metabolico, se produce un dafio a nivel del
endotelio vascular que tiene por consecuencia una disminucion en su capacidad
de producir NO. Por otra parte, el endotelio responde aumentando la expresion
de moléculas pro-inflamatorias y moléculas de adhesion que favorecen la
acumulacion de plaquetas, monocitos y macromoléculas, tales como lipidos
circulantes, principalmente en su forma LDL y VLDL. Los monocitos entonces

migran al espacio subendotelial donde se diferencian a macréfagos, los cuales
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fagocitan y oxidan a las lipoproteinas. Estas LDLox se acumulan al interior de
los macrofagos, generando una diferenciacion de estos en células espumosas
macrofagicas, que se agregan a las paredes vasculares, formando la estria

grasa visible (Guyton & Hall, Tratado de fisiologia médica 122 edicion, 2011).

Dislipidemia y estrés oxidativo

Dentro de los factores de riesgo de riesgo cardiovascular, la LDLyy representa
uno de los mas importantes generadores de ateroesclerosis, debido a que
favorece la formacion de placa ateromatosa e induce multiples actividades pro-
inflamatorias que perpetuan el estado ateroesclerético (Asztalos et al., 2009),
ademas de mediar la activacion de factores como NF-kB, molécula importante
en procesos de apoptosis, inhibir la produccion de NO y favorecer la produccién

de ERO a través de oxidos de nitrégeno (Steyers & Miller, 2014).

6.3 EJERCICIO FisSICO

Un importante factor que posee beneficios para la salud, asociado con una
disminucién en la amenaza de todas las causas de muerte relativas al riesgo
cardiovascular, cancer y diabetes, es la realizacion de ejercicio fisico regular

(Blair et al., 2001).
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Se ha observado que el ejercicio posee un factor protector de enfermedades
cardiovasculares, ademas de favorecer el equilibrio Redox y homeostasis de
multiples factores, tales como NO, perfil lipoprotéico, capacidad AO, etc.

(Henriksen E., 2007; Casillas J.M et al., 2007).

Segun la OMS (2016), la actividad fisica se define como “cualquier movimiento
corporal producido por los musculos esqueléticos, con el consiguiente consumo
de energia. Ello incluye las actividades realizadas al trabajar, jugar y viajar, las
tareas domésticas y las actividades recreativas” y no se debiese confundir con
ejercicio, que es una “subcategoria de actividad fisica que se planea, esta
estructurada, es repetitiva y tiene como objetivo mejorar 0 mantener uno o0 mas
componentes del estado fisico”. Por el contrario, el sedentarismo producto de la
inactividad fisica, se caracteriza por la ausencia del desarrollo de las
actividades previamente mencionadas, y se considera uno de los principales
factores de riesgo de mortalidad en paises desarrollados y en vias de desarrollo
(OMS 2016). La OMS recomienda para la poblacién adulta, la realizacion de al

menos 150 minutos de actividad fisica moderada semanal.

De lo anterior se desprende que el ejercicio fisico forma parte de la actividad
fisica, y esta como tal, tiene multiples beneficios para la salud. Desde el punto
de vista del sindrome metabdlico, el ejercicio regular mejora el metabolismo

lipidico, la presion arterial, la sensibilidad a la insulina, la funcion endotelial y los

37



factores homeostaticos, reduciendo la incidencia de enfermedades coronarias,
independientemente de otros cambios en el estilo de vida (Ramos et al., 2015).
En relacibn a la enfermedad ateroesclerdtica, una patologia intimamente
relacionada al estado dislipidémico y estrés oxidativo, el ejercicio aerdbico
disminuye y previene su aparicion gracias al incremento del metabolismo
lipidico, debido a la reduccion del area de lesion ateroesclerdtica por
estabilizacion de la placa ateromatosa (Napoli et al., 2006). Esto se logra en
parte, gracias al incremento del trafico reverso de colesterol, un sistema anti-
aterogénico que promueve la migracion de colesterol a través de los
macrofagos, desde el sistema cardiovascular al higado, para ser eliminado via

biliar por las heces (Ramos et al., 2015).

Sin embargo, el ejercicio fisico se comporta como una fuente pro-oxidativa. Este
suceso es considerado paraddjico, ya que el aumento en el consumo de
oxigeno durante el ejercicio podria ser perjudicial, por la sobreproduccién de
RL, generando dafio a las principales macromoléculas del organismo, como
proteinas, lipidos y ADN (Powers et al., 2008; Sachdev & Davies, 2008;

Fernandez et al., 2009; Arquer et al., 2010).
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6.3.1 Ejercicio fisico y estrés oxidativo

La realizacion de ejercicio fisico genera un incremento en el metabolismo del
organismo, por lo tanto, una mayor tasa de consumo de oxigeno que se traduce
en una mayor produccion de O, mitocondrial (Brand, 2010). Durante el
desarrollo de la una actividad fisica, el incremento en la frecuencia de
contraccion muscular y, por ende, de su metabolismo, generarian niveles
incrementados de ERO; sin embargo, durante el desarrollo de una actividad
fisica, muchos sistemas que estan ligados al aumento metabdlico para la
contraccion de los musculos esqueléticos, también estarian favoreciendo su
produccion, por ejemplo: corazén, pulmones y leucocitos, estos ultimos, en caso
de que haya una lesién o micro lesiones durante el desarrollo del ejercicio que

desencadenaran una respuesta inflamatoria (Sachdev & Davies, 2008).

Durante la contraccion del muasculo esquelético, los mayores sitios de
produccion de RL son (Powers et al., 2008):
e Mitocondria: Genera O, en los complejos | y Illl de la cadena
respiratoria de electrones de la membrana interna.
e Reticulo sarcoplasmatico: Media la produccion de O, por NADPH
oxidasa, relacionada a la oxidacion del receptor de rianodina y su

consecuente liberaciéon de calcio.
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Tdbulos transversos: Genera O, por NADPH oxidasa, la cual
presentaria un incremento en su actividad durante el proceso de
despolarizacion de este organelo.

Membrana plasmatica: Asociado a NADPH y NADH oxidasa, las
cuales se encuentran asociadas a sistemas Redox capaces de llevar
a cabo la transferencia de electrones a través de la membrana
plasmatica y en consecuencia generar Oy

Procesos dependientes de fosfolipasa A Esta enzima cliva a los
fosfolipidos de membrana con la subsiguiente produccién de acido
araquidonico, el cual es sustrato de enzimas generadoras de ERO,
como las lipoxigenasas.

Células fagociticas: Durante el desarrollo de una actividad fisica, el
musculo puede presentar dafio mecanico, el cual se traduce en una
respuesta inflamatoria mediada por el sistema inmune, que conlleva
un incremento en la produccion de ERO.

Xantina oxidasa: Esta enzima, presente en bajas concentraciones en
el musculo esquelético y en mayor medida en el endotelio, también
esta involucrada en la produccion de O, favoreciendo la conversion

de xantina en acido urico (Sachdev & Davies, 2008).
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e Oxido nitrico sintetasa: NNOS y eNOS, producen NO durante la
contraccion muscular. Esta molécula puede reaccionar para formar

ONOO' y generar dafio oxidativo (Fernandez et al., 2009).

No obstante, la paradoja del ejercicio involucra también una regulacién positiva
de las defensas antioxidantes. El ejercicio fisico cronico, especialmente el de
resistencia, genera un incremento metabdlico oxidativo de las células
musculares con la consecuente produccion de ERO. Sin embargo, ante una
mayor produccién de RL, el organismo puede adaptarse aumentando la
capacidad antioxidante enddgena, existiendo una relacion directa de este
fenémeno con la intensidad de la actividad fisica realizada y la duracion del
programa de entrenamiento. Este efecto seria similar al de una vacuna, donde
el organismo es expuesto a un agente deletéreo y este a su vez responde
incrementando las defensas (Arquer et al.,, 2010). De ahi el concepto de
hormesis toma un rol fundamental en la respuesta adaptativa frente a un
estimulo de estrés oxidativo provocado por el ejercicio fisico.

La hormesis se refiere al fendmeno de que una exposicion o exposiciones
repetidas de una toxina que pueden provocar cambios adaptativos dentro del
organismo para resistir dosis mas altas de toxina con dafio reducido. El musculo
esquelético muestra una considerable plasticidad y adaptaciones en respuesta
al de ejercicio agudo o entrenamiento cronico, especialmente en la capacidad

de defensa antioxidante y funciones metabdlicas principalmente debido a la
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remodelacion de las mitocondrias y la activacion transcripcional. Por tanto, se
ha planteado la hipétesis de que la produccion inducida de especies reactivas
de oxigeno (ROS) por la contraccion puede estimular la respuesta adaptativa
para atenuar los procesos patolégicos y generar a largo plazo bienestar en el

individuo (Ji LL, 2016).

6.3.2 Ejercicio fisico y sindrome metabdlico

Un individuo con sindrome metabdlico va a presentar una alteraciéon del
equilibrio homeostatico de varios sistemas: se experimentara un estado
hipertensivo y proinflamatorio, ademas de una disminucién en la sensibilidad a
la insulina. Encontraremos una disminucién en la actividad de la lipoproteina
lipasa, por ende, menor cantidad de AGL disponibles como sustrato metabdlico.
Sumado a esto, se generaran niveles incrementados de factores lipidicos como
Q vy RQ, VLDL, ademés de LDL y por ende LDL,y, los cuales van a favorecer la
adiposidad periférica, produciendo OV y abdominal, ademas de ateroesclerosis.
Frente al ejercicio, estas situaciones se revierten, se experimentan mejoras de
todos los factores antes mencionados: encontramos un aumento de AGL por
lipblisis que serdn metabolizados por las células musculares, un incremento de
niveles plasméaticos de HDL y una disminucién de LDL y VLDL, un
acrecentamiento de la sensibilidad de la insulina a sus receptores, por ende, un

aumento del metabolismo de hidratos de carbono vy lipidos, y una mejora en la
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funcién cardiovascular. También se favorece un aumento en la expresion
génica de SOD, CAT, GPx, y una eficiencia en la metabolizacion de ERO
(Kriswell et al., 1993; Huffman, 2006; Halverstadt et al., 2006; Napoli et al.,
2006; Johnson et al., 2007; Casillas et al., 2007; Henriksen et al., 2007; Li Ji et
al., 2007; Moraga, 2008; Powers et al., 2008; Arquer, 2010; Golbidi et al., 2012;

Pittaluga et al., 2015; Yu et al., 2016).

A) Ejercicio y resistencia insulinica

Existen al menos dos vias mediante las cuales se favorece la difusion de
glucosa desde el plasma sanguineo a los tejidos: uno es mediante los efectos
derivados de la unién de insulina a su receptor de membrana y otro activado por
la contraccion muscular o hipoxia (Hayashi et al., 1997). En las personas con
resistencia a la insulina, las vias de sefalizacién derivadas del acoplamiento
insulino-receptor, como la fosforilacion de IRS-1 por la tirosina asociada al
receptor, la actividad de la PI3K y la kinasa AKT, se ven truncadas. No
obstante, la actividad fisica regular mejora esta condicion, y los mecanismos
moleculares relacionados a este fenomeno, estan relacionados a un incremento
en la expresidn y actividad de enzimas y proteinas involucradas en el

metabolismo de glucosa y grasa en el musculo (Golbidi et al., 2012).

43



Otro efecto importante de la realizacidon de ejercicio, es el incremento de la
expresion de la proteina 1a coactivadora del receptor activado por el
proliferador de peroxisomas (PPARa). Esta proteina esta involucrada en la
regulacion transcripcional de multiples genes involucrados en el metabolismo
energético celular, participando en la biogénesis mitocondrial, en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, en el remodelamiento adaptativo de las
fiboras musculares tipo Il (glucoliticas) para volverse tipo | (oxidativas) v,
ademas, aumenta la expresion de GLUT-4 (Puigserver & Spiegelman, 2003;

Holloszy, 2008).

B) Ejercicio e hipertensién arterial

La realizacion de ejercicio posee multiples efectos antihipertensivos: regula la
presidn sanguinea y mejora su control homeostatico, ademas la disminucion de
peso asociado al ejercicio, también favorece una disminucion de la presién
arterial. Estos efectos se deben a cambios funcionales y estructurales del
sistema vascular, a modulaciones del sistema renina-angiotensina-aldosterona
y a la reduccion de la estimulacion simpatica mediada por leptinas, las cuales
se ven incrementadas en expresion en personas obesas (Golbidi et al., 2012;

Mendizabal et al., 2013).
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Un importante efecto del ejercicio, es el acrecentamiento en la expresion de
eNOS, debido principalmente al aumento del gasto cardiaco y del flujo
sanguineo, que en consecuencia produce un incremento en las fuerzas en
cizalla aplicadas a las paredes de la vasculatura (Fleming et al., 2003). La
consecuente producciéon endotelial de NO, favorece la vasodilatacion y ademas
favorece la expresiéon de SOD1 y SOD3, inhibiendo por ende la formacién de
ONOO" que pudiese llevar a EO (Golbidi et al., 2012). Otro efecto secundario a
la realizacidon de actividad fisica, es la disminucidn en la expresion de ET-1, con
su consecuente incremento en la distensibilidad de la vasculatura (Maeda et al.,

2003; Maeda et al., 2004).

C) Ejercicio y obesidad visceral

El ejercicio tiene un importante efecto en el metabolismo lipidico, favoreciendo
la degradacion de grasa por sobre la pérdida de proteinas musculares, lo cual
posee un doble impacto positivo, pues favorece también la utilizacion de
glucosa como sustrato metabdlico por los musculos. Esta pérdida de tejido
adiposo, favorece un incremento en la expresion de adiponectinas,
favoreciendo también el metabolismo de glucosa y acidos grasos. Otro efecto
positivo del ejercicio en relacion a la OV, es el incremento en la expresion de IL-
6 por parte del musculo, lo cual, a diferencia de la IL-6 expresada por células

fagociticas, posee efectos antiinflamatorios, inhibiendo TNFa, IL-1 e IL-10

45



(Golbidi et al., 2012). Este efecto antiinflamatorio es importante, ya que el tejido
adiposo actia manteniendo un estado proinflamatorio leve, que es precursor de

enfermedades como RI, DM-Il y ateroesclerosis (Brandt & Pedersen, 2010).

D) Ejercicio y metabolismo de lipidos

Como consecuencia del ejercicio se genera un incremento en la capacidad
oxidativa de los musculos esqueléticos, lo que conlleva un aumento del indice
de oxidacion de las moléculas adiposas de nuestro organismo, esto gracias a
un incremento post-ejercicio de la expresién de proteinas transportadoras de
acidos grasos libres, disminuyendo por ende los niveles en plasma. Por otro
lado, la actividad fisica favorece la activacion de vias dependientes de AMPK,
estimulando la oxidacion de &cidos grasos, la difusion de glucosa y la

biogénesis mitocondrial (Golbidi et al., 2012).

6.3.3 Ejercicio aerdbico, intervalico y de resistencia muscular

La actividad fisica de intensidad moderada es recomendable para las personas
gue quieran mantener una vida saludable, debido a que sus efectos sobre la
prevencion y la mejora de la salud incrementan la capacidad funcional (Ignarro
et al., 2007), permitiendo un aumento de los afios de vida activa independiente

y mejorando la calidad de vida de las personas (Topp et al., 2005). Sin
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embargo, se recomienda la abstencion en la realizacion de ejercicio fisico

intenso a los pacientes obesos y con HTA.

El entrenamiento basado en ejercicios fisicos aerobicos intervalicos, provoca
adaptaciones con gran celeridad, por lo cual deben ser considerados con
detenimiento ya que el sistema cardiovascular se adapta rapidamente al
ejercicio. Esta modalidad maximiza el consumo de calorias y permite realizar
una mayor cantidad de ejercicios total con mayor intensidad y en intervalos de

una duracion tolerable (Rognmo et al., 2004; Gomez et al., 2010).

Investigaciones actuales, han demostrado los beneficios del entrenamiento a
través de ejercicios intervalicos en personas con riesgo cardiometabdlico
(Stensvold et al., 2010). Para los pacientes, es mas sencillo resistir intervalos
relativamente cortos de ejercicios de alta intensidad, que aquellos ejercicios
realizados de manera continua, permitiendo a su vez trabajar a niveles altos de
esfuerzo con relativa comodidad (Billat, 2001). Por otro lado, el ejercicio fisico
contra resistencia se ha documentado como una herramienta util para disminuir
el EO en el sobrepeso de sujetos mayores (Parise et al., 2005) (Vincent et al.,

2006)

En este sentido, la aplicaciéon de un protocolo de ejercicio fisico intervalico que

garantice el desarrollo de alternancia entre cargas y pausas, con cortos
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periodos de mayor intensidad que los alcanzados en un ritmo constante,
seguidos de un esfuerzo de recuperacion a menor intensidad, posibilita obtener
mayor control sobre el esfuerzo que realiza el paciente, con la finalidad de tener

mayores beneficios sobre su patologia (Rognmo et al., 2004).

A raiz de lo anterior, surge la inquietud de evaluar los cambios en los
pardmetros de Redox en sujetos con SM, utilizando un protocolo de ejercicio
aerobico, intervalico y de resistencia muscular, con el fin de proporcionar
herramientas con sustento cientifico respecto a la actividad fisica en la

poblacién, que contribuyan a enlentecer la progresion de la patologia.
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7. HIPOTESIS

La aplicacion de un protocolo de ejercicio aerdbico, intervalico y de resistencia
muscular, realizado a un grupo de personas pertenecientes al programa
cardiovascular del CESFAM Placeres, generara una disminucion de los
marcadores pro oxidativos y un aumento en la respuesta antioxidante

involucrada.
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8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un protocolo de ejercicios aerodbicos, intervalicos y
resistencia muscular, sobre los parametros de estrés oxidativo en pacientes

adscritos al programa cardiovascular del CESFAM Placeres.

8.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Determinar concentracién de LDLox antes y después de la aplicaciéon del
protocolo de ejercicio fisico, en pacientes con factores de riesgo cardiovascular
del CESFAM Placeres, y a sujetos no sometidos al protocolo, con el fin de
comprobar la influencia de este sobre la normalizacion de parametro de

desbalance oxidativo.

2. Determinar concentracion de carbonilos proteicos antes y después de la
aplicacién del protocolo de ejercicio fisico, en pacientes con factores de riesgo
cardiovascular del CESFAM Placeres, y a sujetos no sometidos al protocolo,
con el fin de comprobar la influencia de este sobre la normalizacion de

paradmetro de desbalance oxidativo.
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3. Analizar los parametros de perfil lipidico antes y después de la aplicacion
del protocolo de ejercicio fisico, en pacientes con factores de riesgo

cardiovascular del CESFAM Placeres, y a sujetos no sometidos al protocolo.

4. Comparar los datos obtenidos en la primera fase investigativa en relacion
al daflo por lipoperoxidacion, defensas enzimaticas (SOD, CAT) y no
enzimaticas (TRAP), con los obtenidos en esta fase en relacion a la oxidaciéon

de LDL, oxidacion de proteinas y perfil lipidico.
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9. MATERIALES Y METODO

9.1 MATERIALES

Durante el presente estudio, se utilizaron los siguientes instrumentos:

A) Notebook Hp Envy 13-d001la.

B) Software Microsoft Office Excel ®, versién 14.0.6123.5001, 2010.
C) Software estadistico Statistica, version 7, afio 2002.

D) Espectrofotometro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601

E) Lector de placas BIOTEK modelo EL-808

F) Kit Mercodia oxidized LDL ELISA

G) Medidor de pH JENCO 60

H) Ultracentrifuga. Marca HETTICH. Modelo UNIVERSAL/K2S

I) Muestras sanguineas de 9 sujetos de la primera fase investigativa
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9.2 METODO

9.2.1 Disefio del estudio

El presente estudio corresponde a un disefio cuasi-experimental, con una

muestra no probabilistica con mediciones pre y post intervencion.

9.2.2 Poblacion

La poblacion en estudio la constituyen 2117 sujetos, usuarios del sistema de
Atencion Primaria de Salud y pertenecientes al Programa de Salud
Cardiovascular (PSCV) del Centro de Salud Familiar (CESFAM) Placeres en la

Region de Valparaiso, Chile, durante el afio 2012-2013.

9.2.3 Muestra

La muestra seleccionada se determind mediante eleccién de conveniencia de
sujetos que cumplieran con los criterios de inclusion y exclusion. La recoleccion
de la informacion para conformar los grupos de estudio se realizé por medio de
revision de las bases de datos y fichas clinicas de los sujetos con la debida
aprobacion del comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Valparaiso (Anexo 1).
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Posterior a ello se obtuvo un total de 322 sujetos elegibles para participar de la
investigacion, de los cuales 39 accedieron a ser informados en base a
entrevistas telefonicas y convocatoria a charlas para explicacion del proyecto.
De un total de 27 usuarios efectivamente informados, 19 accedieron a participar
del estudio de forma voluntaria mediante la firma del consentimiento informado
(Anexo 2), de los cuales 10 sujetos abandonaron el estudio por motivos

personales.

Por lo tanto, la muestra final del estudio se conformé por 14 sujetos sedentarios,
de ambos géneros (2 hombres y 7 mujeres, de edades comprendidas entre los
51y 77 afios), usuarios del sistema de Atencion Primaria de Salud, que poseen
SM segun criterios utilizados por el NCEP ATP lll y la IDF con criterios C3
utilizados para la poblacién chilena, y ademas que pertenezcan al PSCV del
CESFAM Placeres ubicado en la Region de Valparaiso, Chile, durante el afio

2012.
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9.3 METODOLOGIA

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 2) contiene informacion para el sujeto
acerca de las caracteristicas y el propésito de este estudio, ademas de explicar
su participacion dentro del desarrollo de la investigacion. El consentimiento
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,
previa lectura completa de su contenido y tomando consciencia de las

implicancias de su participacion, tal y como se estipula en el mismo documento.

Una vez definida la muestra, se procedié a la distribucién de los grupos segun
conveniencia del estudio y de manera no aleatorizada como se detalla a

continuacion:

e Grupo no intervenido (GO0), a los cuales se les realiz0 un examen de
sangre para determinar su perfil bioquimico. Luego de 4 meses se repitio
el procedimiento.

e Grupo intervenido (G1), a los cuales se les realiz6 un examen de sangre

para determinar su perfil bioquimico. Luego, se les aplicé un protocolo de
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ejercicio aérobico intervalico y de resistencia muscular por un periodo de
3 meses. Al cumplir el 4 mes desde la realizacion del examen de sangre

inicial, se repitid el procedimiento extraccion.

Este protocolo consistié en la realizacion de una bateria de pruebas antes de
comenzar el periodo de intervencion, la aplicacién de un protocolo basado en
ejercicios aerodbicos intervalicos y de resistencia muscular (Anexo 3) durante 3
meses, y una bateria de pruebas al finalizar el periodo de intervencion. Se

procedera a detallar cada una de estas secciones en los siguientes apartados.

e Examen de sangre para determinacion de perfil bioquimico inicial:
glucosa, colesterol, HDL, LDL, TG

e 3 meses de intervencién, 3 veces por semana.

¢ 10 min. de calentamiento, 40% de la frecuencia cardiaca (FC) max.

e 30 min. de ejercicio aerdbico intervalico y de resistencia muscular entre
50% - 80% de FC méx.

e 10 min de recuperacion hasta estabilizacion de FC de reposo y de fatiga
segun Escala de Borg (Anexo 4).

e Examen de sangre para determinacién de perfil bioquimico final: glucosa,
colesterol, HDL, LDL, TG.

e Segunda fase de investigacion: Medicion de TRAP, CAT y SOD de las

muestras sanguineas provenientes del examen inicial y final.
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e Tercera fase de investigacion: Medicion de LDLox y carbonilos protéicos
de las muestras sanguineas provenientes del perfil bioquimico inicial y

final.
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9.4 BATERIA DE PRUEBAS

Los datos de Laboratorio se obtuvieron de las muestras de sangre de los
sujetos pertenecientes a ambos grupos, al inicio del estudio y a los 4 meses de
ejecucion del protocolo. Este procedimiento fue realizado por personal calificado
del laboratorio CENTROMED Valparaiso, quienes determinaron analiticamente

los niveles de, glucosa, colesterol total, TG, LDL y HDL.

En la fase investigativa previa a este estudio, parte de la sangre que se extrajo
a los pacientes se llevé al Laboratorio de Investigacion, Estrés Oxidativo de la
Escuela de Kinesiologia, Facultad de Medicina, de la Universidad de
Valparaiso, donde se analizaron, parametros oxidativos: de defensa AO
enzimatica (SOD y CAT) y no enzimatica, dada por la capacidad AO total

(TRAP).

En el presente estudio, tercera fase investigativa, se realizaron dos pruebas
bioquimicas en las dependencias Laboratorio de Investigacion — Estrés
Oxidativo de la Escuela de Kinesiologia, Facultad de Medicina, de la
Universidad de Valparaiso, con el objetivo de determinar LDLox y carbonilos

proteicos presentes en las muestras sanguineas de los sujetos de estudio.
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9.4.1 Preparacion de la muestra

Para la separacion de plasma y eritrocitos, se tom6 10 mL de sangre venosa en
un tubo con heparina como anticoagulante, los que fueron centrifugados a 3000

r.p.m. por 15 minutos.

Obtenida la separacion del plasma con los elementos figurados. Los eritrocitos
se homogenizaron cuidadosamente para evitar hemdlisis con una solucion
buffer fosfato salina (NaCl 0,15 M, Na2HPO4 0,001 M, Na2H2P0O4 0,01M) a pH
7.4 y finalmente se lavaron y centrifugaron 3 veces a 3000 r.p.m por 15 minutos

cada vez.

Con estos lavados se obtuvieron los eritrocitos para las pruebas de

determinacion de LDLox y Carbonilos proteicos.

9.4.2 Determinacion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLoX)

Para la medicion de LDLox se utilizdé un kit de Mercodia denominado “Mercodia
oxidized LDL ELISA”. Esta prueba consiste en un ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA).

En primera instancia, se prepararon los calibradores, controles, solucién de

enzima conjugada, buffer de lavado, buffer de enzima conjugada y buffer de
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ensayo, luego se preparé la solucion buffer de muestra y se diluyeron las
muestras. A continuacion, en la placa recubierta del kit, se asigné un pocillo por
triplicado a cada muestra diluida, calibrador y control. Luego se afiadié 25uL de
cada uno a los pocillos correspondientes y 100uL de buffer de ensayo. Se
incub6é en un agitador de placas (700rpm) durante 2 horas a temperatura
ambiente, para luego realizar una fase de lavado. Posterior a esto, se afadio
100pL de la solucidon enzima conjugada a cada pocillo y se dej6 incubar durante
1 hora en el agitador de placas (700rpm) a temperatura ambiente. Nuevamente
se realiz6 una fase de lavado. Luego, a cada pocillo se afiadi6 200uL de
sustrato tetrametilbencidina (TMB). Luego se dejo incubar en el banco durante
15 minutos a temperatura ambiente, sin agitar. Por ultimo, se afiadié 50uL de
solucion de detencién a cada pocillo y se agité durante 5 segundos en el
agitador de placas (700rpm) para asegurar el mezclado y se midi6 la densidad
Optica a 450nm. Los resultados obtenidos se expresan en unidades enzimaticas

por litro (U/L).

9.4.3 Determinacion de carbonilos proteicos plasmaticos

El andlisis se basa en el protocolo de Palamanda y Kehrer (1992). Este método
se sustenta en la reaccion de los grupos carbonilos, generados por la oxidacion

de proteinas, con la 2-4-dinitrofenilhidrazina.
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Para la medicién de carbonilos, se utilizé acido clorhidrico (HCL) 2M, 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10mM en HCL 2M, wurea 6M, buffer
(fosfato/potasio), acido tricloroacético (TCA) 20% ajustado a pH2,3 y solucién

etanol : acetato (1 : 1).

El procedimiento para la medicion de carbonilos comenzé con el mezclado de
100pL de la muestra de eritrocitos con 300uL TCA 20%. La mezcla anterior se
almacend en hielo durante 5 minutos. Se centrifugd a 11.000g durante 3
minutos y finalmente se elimind el sobrenadante. Luego, por cada sujeto se
utilizé 1 tubo eppendorf donde se mezcld la muestra de eritrocitos mas TCA
20%, con 500uL de DNPH en HCL que se utilizd6 como control, ademas se
utilizaron 3 tubos eppendorf, donde se mezclé muestras mas TCA 20% con
500uL de HCL para ser investigadas. Se almacend en oscuridad durante una
hora, a temperatura ambiente, agitando periédicamente (cada 15 minutos). A
continuacion, a cada tubo, se agreg6 500uL de TCA 20% y se agitd. Se
almacené en hielo durante 5 minutos, para luego ser centrifugado a 11.000g
durante 3 minutos, y se elimind el sobrenadante. Por ultimo, se lavo 3 veces
cada muestra y control, se sec6 cada precipitado con nitrdgeno gaseoso, luego
estos se resuspendieron en 600uL de urea 6M, durante 15 minutos a 37°C y
luego se agitaron. Cada muestra y control se midi6é entre 360 y 390nm, se utilizé
un blanco de urea en TCA 20%. Los resultados obtenidos se expresan en

concentracion micromolar de carbonilos por miligramos de proteinas (uUM/mg).
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9.4.4 Determinacion de proteinas totales

Se prepar6 250mL de reactivo de cobre alcalino (RCA) con las siguientes sales;
Na,CO3; a 0,94 M; KNaC4H4O06 a 3,5 mM; CuSO, a 2 mM y NaOH a 0,5M,
disueltas en agua destilada. Luego, se preparé el reactivo Folin-Ciocalteu en
una proporcion 1 folin : 20 agua destilada. En un tubo eppendorf se mezclaron
990uL de buffer de lavado (NaCl 0,15 M, Na2HPO4 0,01 M, Na2H2PO4 0,01M)
con 10uL de plasma (revisar separacion de plasma y eritrocitos), por paciente, a

la que llamamos “muestra proteinas totales”.

Para iniciar la lectura de las muestras debio realizarse previamente la lectura
del blanco con 4mL de folin, ImL de agua destilada, y 1 mL de RCA.
Posteriormente, en tubos de ensayos independientes por paciente, se agregd 1
mL de la “Muestra Proteinas Totales”, 1 mL de RCA y 4 mL de la mezcla folin, y
se llevé a bafio termorregulado a 55°C por 5 minutos y posteriormente se ley6 a

650 nm.

9.4.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el software STADISTICA, version 7,
afio 2002. Se determind la homogeneidad de la muestra a través de la

comparacion de ambos grupos de la muestra (GO y G1), con chi cuadrado,
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previo al periodo de intervencion, y se utilizé el analisis Kolmogorov- Smimov
para dos muestras independientes considerando un intervalo de confianza de
95%.

Para analizar el comportamiento de las variables de un mismo grupo en estado
inicial y final del estudio, se utilizé el Test de Wilcoxon para dos muestras
independientes, considerando un intervalo de confianza del 95%.

Los datos obtenidos se normalizaron y los resultados fueron expresados por

medio de graficos y tablas detalladas en el apartado correspondiente.

9.5 INTERVENCION

El grupo tratado (G1) realiz6 un programa de entrenamiento supervisado 3
veces por semana, durante 12 semanas. Todas las sesiones de ejercicio fueron
cuidadosamente supervisadas por un kinesiélogo o un especialista en el area.
Los usuarios debieron de completar, como minimo, el 70% del programa de

entrenamiento.

La intervencion tuvo una duracién total de 14 semanas, realizando ejercicio 3
veces por semana sumando un total de 150 minutos semanales (lo minimo
sugerido por la ACSM) 11 a una intensidad moderada. Durante las primeras 2
semanas se realiz6 un periodo de educacién y aprendizaje de la pauta de

ejercicios, asi como de la medicion de la frecuencia cardiaca por parte de los
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participantes. Este periodo de aprendizaje tiene por objetivo lograr una correcta
ejecucion de los ejercicios con el fin de evitar lesiones. Ademas, se considera
como un tiempo adecuado para que los participantes puedan adaptarse a los
implementos a usar y obtengan la confianza necesaria para ejecutar de manera
correcta las rutinas de ejercicios. En este periodo se realizaron las mismas
rutinas de ejercicios que se utilizarian durante la intervencion, pero sélo se
ejecutd una serie de cada circuito, de manera mas lenta y pausada para que
cada uno de los participantes pudiera moverse con ritmo y fluidez y, ademas,

pudiesen procesar y aprender los ejercicios de manera correcta.

La sesién de ejercicios comenzé con 10 minutos de calentamiento a una
intensidad del 40% de la frecuencia cardiaca maxima (FC max.). El
calentamiento consisti6 en realizar ejercicios en sedente con balones
terapéuticos y en bipedo. Posteriormente, se procedié a realizar ejercicios
aerdbicos intervalicos y de resistencia muscular, asistidos por el uso de balones
terapéuticos, colchonetas, mancuernas y tobilleras. Los ejercicios variaron entre
intensidades del 50% y el 80% de la FC max., los cuales fueron medidos y
controlados por medio de un sistema de telemetria. Este sistema consiste en un
sensor de frecuencia cardiaca ajustado alrededor del torso del sujeto a la altura
del apéndice xifoideo por anterior, el cual detecta las pulsaciones por medio de
un electrodo y las entrega a un monitor adaptado con forma de reloj de mufieca,

donde se presenta en la pantalla la FC en tiempo real.
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Cada sesion finaliz6 con ejercicios de estiramiento muscular y de relajacion
durante 10 minutos hasta la estabilizacion de la frecuencia cardiaca basal. Asi,
la sesién de ejercicios sumo6 un total de 50 minutos. Durante la sesion de
ejercicio, se realiz6 la medicion de la FC y RPE al inicio, al finalizar el

calentamiento, al finalizar cada circuito de entrenamiento y al finalizar la sesion.

Por su parte, el grupo no intervenido (GO) fue instruido a no cambiar sus
patrones de alimentacion ni sus niveles de actividad fisica durante el periodo del
estudio. Una vez finalizada la intervencion, se puso a disposicion de los

participantes de este grupo un programa de entrenamiento supervisado.
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10.RESULTADOS

Se determiné una homogeneidad en la muestra en la evaluacion inicial de las
variables en estudio entre GO y G1, por medio del software Statistica, version 7,
afio 2002 Los datos obtenidos se procedieron a normalizar, a través del ajuste
de dichos datos a una curva normal o Gaussiana, de manera tal que, la lectura

de éstos fuera comparable y clarificadora.
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10.1 DETERMINACION DE MARCADORES DE DANO OXIDATIVO

En la Figura 1 se presentan los resultados obtenidos en torno a las
concentraciones e LDLox. En ambos grupos se advierte una tendencia al
incremento de la concentracion de esta molécula, sin embargo, en G1 hay un

incremento significativo de alrededor de un 15%, con un p=0,00035.
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Figura 1: Concentracion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas en sujetos
no intervenidos (GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media + SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (NGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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En la Figura 2 se presentan los resultados obtenidos en relacion a la
concentracion de proteinas carboniladas. Al igual que la concentracion de
LDLox, se observa una tendencia al incremento de la concentracion de esta
molécula en G1, de alrededor de un 40%, con un p=0,002, después de la

realizacion del protocolo.
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Figura 2: Concentracion de proteinas carboniladas en sujetos no intervenidos
(GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media + SD para las

mediciones iniciales y 4 meses (nGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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10.2 DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

En la figura 3 se observa que hubo un leve decremento (p=0,048) en los niveles
de LDL en los sujetos tratados después del protocolo de ejercicios, y en la
figura 4 se distingue que ocurrié lo contrario en relacién a las concentraciones
séricas de HDL, donde se experimentd un leve incremento (p=0,046). Ambas

diferencias significativas.
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Figura 3: Concentracion de LDL en plasma sanguineo en sujetos no
intervenidos (GO0) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media = SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (nGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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Figura 4: Concentracion de HDL en plasma sanguineo en sujetos no
intervenidos (GO0) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media = SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (NGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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En relacion a las concentraciones de colesterol y triglicéridos en sangre, en el
primer parametro se observo una leve disminucion (p=0,043) en los sujetos
tratados posterior al protocolo de ejercicios (figura 5), y en relacion al segundo
indice, se manifesté un leve incremento (p=0,045) en la concentracion de estos

(figura 6). Ambas diferencias significativas.
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Figura 5: Concentracion de colesterol en plasma sanguineo en sujetos no
intervenidos (GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media = SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (NGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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Figura 6: Concentracion de triglicéridos en plasma sanguineo en sujetos no

intervenidos (GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media = SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (nGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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10.3 DETERMINACION DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES

En la fase previa de investigacion se realizo la medicion de SOD, CAT y TRAP.
Los datos arrojados fueron sometidos nuevamente a andlisis estadistico

durante la presente investigacion. Estos se exhiben a continuacion.

La enzima SOD experimento aproximado de un 45% (p= 0,000089) en G1
posterior a la realizacion del protocolo de ejercicios, como se observa en la

figura 7.
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Figura 7: Actividad de SOD (% unidad de enzima / mg de proteina) en sujetos
no intervenidos (GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media + SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (nGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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En la figura 8, se observa una tendencia a la disminucién en las

concentraciones de CAT posterior a la realizacion del estudio.
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Figura 8: Actividad de CAT (% unidad de enzima / mg de proteina) en sujetos
no intervenidos (GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media + SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (nGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).
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Por altimo, el promedio de TRAP en G1 presentd un incremento aproximado de

un 35% posterior a la realizacion del protocolo con un p= 0,000089 (figura 9).
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Figura 9: TRAP en relacion a Trolox (un antioxidante de referencia) en sujetos
no intervenidos (GO) e intervenidos (G1). Cada valor representa la media £ SD

para las mediciones iniciales y 4 meses (nGO = 4; nG1 = 5. *p<0,05).

75



11.DISCUSION

Como se analizé en el apartado de ejercicio fisico, son amplios los beneficios
generados de la realizacion periddica de actividad fisica (Arquer et al., 2010),
sin embargo, también son conocidos sus efectos pro-oxidantes (Powers et al.,
2008). De acuerdo a los resultados del presente estudio, luego de la realizacion
del protocolo de ejercicios aerodbicos, intervalicos y de resistencia muscular
durante 12 semanas, se experimentd un incremento en los niveles de LDLyy Yy

carbonilos proteicos.

Los acidos grasos insaturados, tales como los presentes en las membranas
celulares, son un blanco comun para los RL. Las reacciones normalmente se
producen como una reaccion en cadena, donde un radical libre atrapard un
hidrogeno de la molécula, para formar agua. Esto deja un electron desapareado
en el acido graso que es entonces capaz de captar el oxigeno, formando un
radical peroxilo. Los perdxidos de lipidos son inestables y se descomponen
para formar una serie compleja de compuestos, que incluyen compuestos
reactivos de carbonilo, tales como malondialdehido (Held, 2010). La oxidacién
de LDL es un proceso intrincado en el que tanto la proteina y los lipidos se
someten a cambios oxidativos y forman productos complejos. Los cambios no
enzimaticos oxidativos en aminoacidos, asi como la protedlisis y los enlaces

cruzados de apo B-100, se producen como resultado de una extensa alteraciéon
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en la composicidon y estructura de la molécula o alguno de sus componentes
(Parthasarathy et al., 2010). Un desbalance en el equilibrio Redox, como el
acaecido durante el ejercicio cronico, puede llevar a la formacion de LDLox. Se
ha observado que el ejercicio fisico induce oxidacion de las LDL en humanos,
cuando los individuos son sometidos a programas de ejercicio con un alto
volumen de entrenamiento y de larga duracion (Knez et al., 2006; Pincemail et
al, 2000). En sujetos sedentarios, la oxidacion de LDL ocurre por fenédmenos de
autoxidacion, lo que produce un incremento en su potencial aterogénico y
citotdxico (Hessler et al., 1983; Parthasarathy et al., 1998). Esto lleva a plantear
la posibilidad de que el incremento en los niveles de LDLox ocurridos en los
sujetos de estudio de la presente investigacion, sea derivado de una serie de
eventos procedentes del contexto investigativo. Por una parte, se observo un
incremento en los niveles de TG presentes en plasma al momento de realizar la
toma de muestras al final de la investigacion, como se observa en el apartado
de resultados. Estos TG son moléculas conformacionales de las lipoproteinas, y
al incrementar su biodisponibilidad, es mayor el indice de produccién de
lipoproteinas, incluida la LDL (Guyton & Hall, Tratado de fisiologia médica 122
edicién, 2011). Es posible que este incremento en la concentracién de TG haya
ocurrido debido a cambios en la dieta durante el desarrollo de la investigacion,
lo cual no es objetivable y queda en el marco de lo supuesto. En estudios
previos se ha observado una correlacion lineal entre niveles de TG y LDLoX,

tanto en sujetos sanos (Carantoni et al., 1998), como en diabéticos tipo |
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(Mamdouh et al., 2005) y tipo Il (Jain et al., 2000), en consecuencia, se puede
inferir que el incremento en la biodisponibilidad de LDL, sumado al desarrollo de
una rutina de ejercicios de manera cronica, pudo generar un aumento en la

formacion de LDLox.

Los carbonilos de proteinas plasmaticas son uno de los biomarcadores mas
analizados, dada su estabilidad y abundancia (Jung et al., 2009). Se encuentran
presentes de forma natural en todas las proteinas, en forma de &cidos
carboxilicos, formando la estructura basica de estas y determinando su
funcionalidad. En procesos metabdlicos normales puede existir modificaciones
post-traduccionales que llevan a la formacién de carbonilos anexos (Guidi et al.,
2011), sin embargo, la adicidon excesiva de grupos carbonilos por oxidacion,
llevan a una alteracion en su funcionalidad y estructura, incluso produciendo la
exposicion del nucleo proteico, lo que conlleva una consecuente degradacion
proteolitica por parte de los proteosomas 20S y 11S (Jung et al., 2014). Al igual
gue la oxidacion de LDL, el ejercicio es un agente pro-oxidante que lleva a la
formacion de carbonilos proteicos plasmaticos y el incremento en su formacién
es considerado como un reflejo del estrés oxidativo sistémico (Bloomer et al.,
2007). Este dafio a proteinas plasmaticas pudiese ocurrir durante el periodo de
horas a dias posterior al desempefio del ejercicio debido a micro lesiones de las
fibras musculares y su consecuente inflamacion (Bloomer et al., 2005), que

como se analiz6é en el apartado de ejercicio fisico, conlleva un incremento del
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estado pro-oxidativo a raiz de la sobreproduccion de ERO por la mitocondria,
reticulo sarcoplasmatico, tdbulos transversos, membrana plasmatica, NOS y
células fagociticas de la inflamacién (Powers et al., 2008; Fernandez et al.,

2009).

En torno al dafio oxidativo producto del ejercicio, la evidencia se condice con los
resultados obtenidos, sin embargo, a raiz de lo anterior surge la interrogante de
cudl seria la dosis y tiempo adecuado de ejercicio para generar la adaptacion e
inducir la produccion de defensas antioxidantes. En el presente estudio, la
aplicacion del protocolo de ejercicios tuvo una extension de 12 semanas vy,
como se describe en el apartado de resultados, se observé un incremento
significativo de la actividad de SOD vy la capacidad antioxidante total (TRAP). El
aumento de estos parametros podria haber ocurrido debido a que la practica
regular de actividad fisica puede mejorar la TRAP dado al incremento en la
sintesis de antioxidantes celulares enzimaticos (SOD, CAT, GPX) y no
enzimaticos (acido urico, albumina, ceruloplasmina, metalotioneinas) en los
musculos esqueléticos, el higado, el corazon, el cerebro y otros érganos (Lira &
Bucalen, 2011). Sin embargo, en la presente investigacion, la actividad de CAT
no presentd un incremento. Una posible razén podria ser debido a la actividad
de GPx, que podria estar mediando la dismutacion de H,0, a H0,
diminuyendo, por ende, la expresion y actividad de CAT, o también debido a un

fendbmeno de depletamiento secundario al uso de esta molécula como
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antioxidante, y que, con un protocolo mas prolongado, se manifestase un

incremento en su expresion (Powers et al., 2008; Kapoor et al., 2015).

Salminen & Vihko en 1983, ya mencionaban que cada sesion de ejercicios
generaba una acumulacion de estrés oxidativo no patologico, que llevaria a una
adaptacion antioxidante a raiz del ejercicio crénico, produciendo una regulacion
positiva de SOD y GPx, suficiente para reducir el dafio oxidativo del ejercicio
extenuante. Otros estudios posteriores realizados en ratas sugieren que el
ejercicio crénico de al menos 10 semanas de entrenamiento de resistencia,
favorece la regulaciéon positiva del sistema AO, incrementado significativamente
el contenido de AO en musculo, higado y cerebro (Lew & Quintanilha, 1990;
Venditti & Di Meo, 1996; Somani & Husain, 2000). Sin embargo, en seres
humanos se ha evidenciado que el tiempo requerido para generar una sobre-
regulacion de las defensas antioxidantes pareciese ser mayor a 24 semanas en
sujetos obesos y sobrepeso (Vincent et al., 2006) e incluso 40 semanas de
entrenamiento en sujetos sedentarios (Vasankari et al., 1998). Estudios en
sujetos con sindrome metabdlico han demostrado que protocolos de ejercicio
mayores a 24 semanas, en compafiia de una modificacion dietaria, pueden
incrementar la defensa antioxidante de enzimas como CAT, SOD y GPx
(Ennezat et al., 2001; Linke et al., 2005; Lazarevic et al., 2006; Scott et al.,
2007). Un estudio en jovenes entre 15 y 16 afios, determind que se puede

lograr un incremento de las defensas antioxidantes en tan solo 12 semanas, sin

80



embargo, el protocolo consistié en 2 horas de entrenamiento aerobico, seis dias
a la semana (Morikawa et al., 2004). Por ultimo, un programa de entrenamiento
de ejercicio fisico aerébico de 6 semanas, demostré que, si bien existio un
incremento de la capacidad oxidativa muscular, no hubo un incremento de la

capacidad enzimética antioxidante (Tonkonogi et al., 2006).

En el contexto de la presente investigacion, se observd un incremento en la
capacidad antioxidante total de los individuos, con un protocolo de ejercicios de
12 semanas, no obstante, los marcadores de dafio incrementaron para LDLox y
carbonilos proteicos. Resultados similares fueron obtenidos en investigaciones
previas (Leaf et al.,, 1999; Edwards et al., 2004). A raiz de lo analizado con
anterioridad, es posible que el lapso de tiempo del protocolo no fue el suficiente
para hacer frente al dafio oxidativo producto del ejercicio y como es
mencionado en la bibliografia, los sujetos con compromiso metabdlico van a
presentar una serie de condiciones que potenciarian el dafio oxidativo, al
menos en una etapa inicial, como ocurre frente a la realizacion de ejercicio en
sujetos con desacondicionamiento muscular en sujetos sedentarios, donde la
realizaciéon de actividad fisica lleva a la deplecién de los antioxidantes, que
ademas se encuentran disminuidos, truncando la adaptacién y retardando la
sobre-regulacion de enzimas antioxidantes (Helvoort et al., 2006; Confalonieri et
al., 2006; Powers et al., 2012). Es por ello, que el incremento en la expresion de

defensas enzimatica aparece como respuesta al dafio inicial, probablemente la

81



primera linea de defensa adaptativa, y tal como se observa en estudios con
protocolos mas prolongados, al cabo de 24 a 40 semanas esta respuesta
adaptativa comenzaria a manifestarse sistémicamente con una disminucion en
los indices de dafio a macromoléculas (Vasankari et al., 1998; Vincent et al.,

2006).

De acuerdo a la bibliografia, las posibles adaptaciones producidas por el
ejercicio cronico derivarian de una serie de cambios o modificaciones en
consecuencia del incremento de ERO posterior al desarrollo del ejercicio en una
fase aguda, ya sea por las micro lesiones a nivel muscular que conlleva
fenémenos pro-inflamatorios (Powers et al.,, 2008), o por fendmenos de
isquemia-reperfusibn mediados por la enzima xantina oxidasa, propios del
mecanismo de contraccion muscular (Sachdev & Davies, 2008), etc., los cuales
generarian la activacion de IkB kinasa (IKK), secundaria a la activacién de
MAPK. IKK seria la encargada de fosforilar la subunidad inhibitoria del factor de
transcripcion NF-kB y, en consecuencia, liberarlo para que este desempefie su
accion a nivel del nucleo. Una vez alli, NF-kB promoveria la transcripcién de
una serie de genes de enzimas antioxidantes, como MnSOD vy ligasa glutamato-
cisteina, enzima importante en la generacidon de glutation, efectos que
resultarian en una mejora de la defensa antioxidante (Radak et al., 2008;

Fisher-Wellman et al., 2009).
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12. CONCLUSION

El desarrollo de un protocolo de 12 semanas de ejercicios aeroébicos,
intervalicos y de resistencia muscular en sujetos con sindrome metabdlico,
pertenecientes al programa de salud cardiovascular de Valparaiso, generé un
incremento en el dafio oxidativo a LDL y proteinas plasmaticas, manifestado en
el incremento en la formacion de LDLox y carbonilos proteicos. Sin embargo,
este fendmeno se acompafo con una sobre-regulacién enzimatica de defensas
antioxidantes, manifestandose en el acrecentamiento de la actividad de SOD y
capacidad antioxidante total. Es misién de futuras investigaciones determinar
las manifestaciones de estos productos de dafio a macromoléculas y su

consecuente expresion antioxidante en protocolos con duraciones mayores.
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13. ANEXOS
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Unriversidad

daValparajse
GAILL CAMITE DE BIQETICA

FACULTAD DE MEDICIRA

EFECTO DE UN PROTOCOLO DE EJERCICIOS AEROBICOS INTERVALICOS ¥ RESISTENCIA MUSCULAR, SOBRE
EL ESTADO DE ESTRES OXDATIVO EN PACIENTES CON RIESGO DE PATOLOGIA CARCIO-METABOLICA,

£ prezarie cansactmenln pusde cordera’ seledaz que usled 10 aveprcada, por ki us o Al e rarifieen B Rl
wihaizd & reepordor cLaique o de cut o pouehid gou suna denhiv 99 1000 esk; PrOCESD, sor Jsre @ lns
invesiigadores.

FINTRODUCCICN:

Uslzd ns skeo imilado & parfepue o0 Ln esiudo de invessliguzidn, Anbis do qua decica D3ricpar, o Bvoe e st
dozamentd udedosanerte. Fupdo fomuar bdss Ss prgunlas ou2 lrga PEE ssegurarve 36 Qse Lvburds ies
otaredruianios de) estudo, indlyeuio 05 nes308 y s DEnehois

|- PROAISITO DEL 51 1IDIQ:

€1 a5t i asl usted scoedecs yeluntatirenle @ panidpe. fene corw nalidsd majarsr lirs indiceacres que afectan =i
crevdicon de s, B oBietn0 de st s Nisevenuidn 65 036 wudiar 2 eevicis Ficcs. Stier ue mgocs B e s
noesdacs 08 nesgs Gad aasodlsr, com s ceithd de vidn,

Il PARTICANTES DELESTUDIO;

Usnlud podré ser inviaco a parlipye 61 3ste es o 61 5ase 2 g antecadels do saud, oren1ados 20 (a licks clirics
264 OOrSUNNG de Alenz e Primads dods parteruoe. Ademée, o0 eonnidonacs e serlenagar = projtyve Casdorascular de
33 corayions. Se Sinmran d0e QUAA, 51 Ce Coalied quo 10 BN inierentin G Tarsico ke v GZ & o e i
aplinars 1 peotosslo de sjerich fisice.

1V PRCCEDIMILNTOS:

El G1 dsfinide cora corirod, Fo 2 bilcmeaido ¢& pnto d vata del ciprocic flskoe. 52, por su pavie:, sord intaovenisc o
Hacds 02 & 2phcaain o on prolosdks de ey A3 oo 5o serdsion. riandlce ¥ d& resstinsa musogler, por un
PL0 36 S2810 MESes ¢ 32 elecluard en 138 (vpundencias ce Senld o2 Salk 1 que ustad perknoos,

Anboz gUpes se v Gyviduaa os paramelnos de selids vdidalive, 8 1rwes do le cbimon de Lna Mueshia Yo sangre sor
parsona de CENTROMI D Vaparalan, ank:s y daspués v ls manendin, s cuales Srin 2n3lzadas a ravds de ey
do mocedono de mussrz univaridyd e aouento con & gpe & Quu hays sido alectianada. 20 Maleas niseinand:
20 ¢ profes ) 99 eeNicl SdeCualo pat s COmiriar:s o $81SY. Lo oiios 32 Isdgaren 30 Cefrmdoncids del
oxstitone Fizcerns, as v por $2mana y tendrd wra Jarscidn finsl e cuaho mesey, ~eovsluario ks nardreras.
Shapro 351ed Wncrvisaco por o wwstigedor § colborstores,
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o Universidad

deValparaiso -
cHILE COMITE DE BIOETICA

FACULTAD DE MEDICINA

FICHA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES:

£l estudio “Elocto de un protocol de eercicios aecdbicos, ntervalicos y resisiencia muscular, sobre of estado de estrés
axidativo en pacientes con resgo de patologla cardio-metabdlica”.

Engendo que:

1) amunmwmummmwumﬂwa
salud, mediante fa intervencion de ejercicios fisicos,

2) Seré asignado aleatoriamenie a uno da los grupos de estudio, G1 de Conlrol que no londed  infervencion con
qmnsmymuuubmmummmwymwmmmummw
los invesigadores del proyecio.

3) Se me extraers sangre &l inicio y l finalizar e estudio por personal do CENTROMED Valparaiso,

4) Ensiendo que 1o fechiré ningin beneficio econdmico por mi participscion en of estudio y ks gastos de rasiado
hacia el lugar de toma de muestra sanguinea, CENTROMED Valparalso, serén consteados por kos investigadares.

5) Toda mi informacion que se oblenga, saré trabajada de forma Iotalmente conddencial y sdio serd utilizada para
efoctos de la Investigacion, por lo qua no se revelard mi identidad.

8) HMnﬂM.m.Mwmmomume
mmumwmmomammummum.&
wmamww.ammmmmmwauuamqmmmwm
invesdgadores.

7) Me ha sido exphcado y be leido y entendido ka informacidn que se me ha proporcionado. Si tengo aiguna duda
puodo contactar o InvesSgador responsable 0 2 cualquiera de los co-mvestigadores. (Prof. Mariyn Paz Teldkno
de contacto: {032) 299565T).

Conforme a lo anterior, estoy de acuendo en participar en este estudio, autorzo el uso y la divuigacidn de mi informacion de
saiud 2 las enidades antes mencionadas en esie consentmiento para los propdsitos desaiios anteriorments.

Nmmmmmm,mumbmumuammwmmmmdm
que estime convemiante.

Yo, Rut doy mi lbee aulorizackn para paricpar en
esle estudo,

Firma:

Yo, Rut he expicady cuidadosamente i naturaleza,

pmmymmmummmmmymmwausm
completado el documento de consentimiento informado.

Cargo e Institucién:

Firma:
Fecha: (Déa- Mes-Afio)
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Universidad
deValparaiso )
CHILE COMITE DE BIOETICA

FACULTAD DE MEDICINA

VHll- INCENTIVO PARA EL PARTICIPANTE:
Los paricipantss no recindn ningdn beneficio econdmico por su paricipacion en ¢ estudo.

IX- PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Toda 4 Informacion que sea oblenida, serd trabajada de forma totaimente confidencial, @ trawvés de codigo numeéncos yio
lefras, y sélo sérd utiizada para efectos de la invesSgacion, por lo que no se revelard la identidad de ningln pariicpants.
Los resuliados de esta investigaciin pueden sér publicados, pero su idontidad no serd dvuigaca. Si usted desisio en
maummuwumwmuuwmmm La autorizacén para ol
uso y el acoeso o6 la informacion para los propésitos de 1 investigacion es totaimente voluniaria.

X- PARTICIPACION Y RETIRO VOLUNTARIOS:

Lz paricpacidn en esle estudio es voluntana. Usted punde decidr no participar o refrarse del estudo en cuaiquies
momento. Su decsién no resultara en ninguna penalided o pérdda do beneficios para los cudles tenga derecho, En
resguardo 6a su salud, su paricipacion en este estudio puede ser detenida 6n cuaiquier momento por los investigadores dol
estudio.

XI- PREGUNTAS:

Si Sene alguna progunia sobre esie estudio o sobre su paricipacion en el mismo, 0 & pionsa que ha sufrido alguna lesitn
asociada a los eercilos realizados, usled puede contactar al investigador responsable o 8 cusiuier de los ©o-
investigadores. (Prof. Marilyn Paz Teléfono de contacto: (032) 2995667).

Este consentimiento cuenta con Ia aprodacidn ozl Comid de Biodica de |a Facultad de Medcina de & UV. Pudienda
contactarse, 6f C380 NEcBsaro, con eslo comié a través de la secretaria sdministrativa Sria. Ana Marla Carrefio, fono:
(32)2507370.

Firme esle documento solo cuando haya aciarado sus dudas y recbido respuestas salisfactonas para 10das sus preguntas.
Si usted firma aceplando parficipar en este estudio, recbird una cops firmada, con la fecha en que frmd eslo
consentimiento,

Investigador Prof. Marilyn Paz Araos Msc

Co- Investigadores: Prof, Carlos Jara Gutiérrez Msc

Colaboradores: Kigo. Andrés Orellana Uribe PhD
Maria Teresa Vasquez

Claudia Moraga

Teléfono de contacto: (032) 2895667 ; Direccidn: Brasil 1560, Velparalso
Institucion: Carrera de Kinesiclogia, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso.

Fecha: (Dia- Mes-Afo)
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ANEXO 3. PROTOCOLO DE EJERCICIOS

[) Calentamiento

* Se comienza con la medicion de la frecuencia cardiaca basal de cada
participante; una vez obtenida la medicidn, se comienza el ejercicio.

* Tiempo de duracion calentamiento: 10 minutos.

» Intensidad maxima de trabajo: 40% frecuencia cardiaca maxima.

A) Sentado sobre el balon.

1. Elevacion de un solo brazo.
2. Elevacion de ambos brazos.
3. Rotaciones de tronco.

4. Elevacion de talon alternado.

5. Circulos de tobillo.
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B) En bipedo, sin balon.

1. Balanceo con una sola pierna alternada.
2. Equilibrio con una sola pierna al frente.

3. Equilibrio con una sola pierna atras.
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* Se procede a la segunda medicién de la frecuencia cardiaca.

110



II) Rutina de Ejercicios Aerébicos Intervalicos v de Resistencia Muscular

- Se trabajaran en la modalidad de circuitos de entrenamiento. Se
realizaran tres circuitos, los cuales se ejercitaran en dos series
seguidas cada uno, con series de quince repeticiones cada ejercicio.

- Cada circuito tiene un tiempo de duracién de diez minutos.
- Con unaintensidad de trabajo entre el 50% y 80% de la FCM.

- Luego de terminada cada serie de circuitos realizados, se debe medir
la frecuencia cardiaca de cada participante. Por lo cual, se deberian
realizar tres series de mediciones de la frecuencia cardiaca.

[L.I. Circuito
1. Sentado en el baldn, saltos pequenios.
2. Sentado en el bal6n, squatch laterales.
3. Sentado, marcha en el balon.

4. Ejercicio de fuerza de extension de rodilla. Sedente sobre el balén, se
realiza con tobilleras.

I1.1l. Circuito

1. Manos sobre el balon, pies paralelos, rodillas al frente flectadas, tronco
inclinado, alejo y acerco el balon.

2. Sentadillas levantando el balén.

3. Levanto el balon en diagonal.
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4. Aductores en colchoneta, manteniendo 3 segundos una contraccion

isométrica, con baldn entre los muslos.

[1.11l. Circuito

1. Movimiento en 8 con balén.
2. Botear el balén.
3. Botear el balon con sentadilla.

4. Sentado en balén, biceps con mancuernas.
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[Il) Elongacién y relajacién

- Tiempo de duracién: 10 minutos.

- Intensidad de trabajo: desde la frecuencia cardiaca terminado el
trabajo anterior hasta volver a la frecuencia cardiaca basal.

1. En colchoneta, llevar rodillas alternada al pecho y mantener 10 segundos.
2. Llevar ambas rodillas al pecho y mantener 10 segundos.
3. Inclinado y sentado, llevo gluteos a los talones.

4. Cuatro apoyos, elevacion alternada de rodilla y brazo contrario.
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Se recomienda el uso de musica de relajacion (alternativa) con el objetivo de
lograr un momento de meditacidn sobre lo que el paciente esta experimentando
y sintiendo, que tome consciencia de su respiracién, frecuencia cardiaca, y de
cada una de sus extremidades y partes de su cuerpo, para lograr una relajacion
consciente de cada uno de sus musculos y obtener una sensacion de bienestar.

Durante las dos primeras semanas de comenzado el programa de ejercicios,
que tiene una duracion total final de tres meses, se realizard el periodo de
“Educaciéon y Aprendizaje” de estos ejercicios, asi como de la medicion de la
frecuencia cardiaca por parte de los participantes, con el objetivo de lograr una
correcta ejecucion de los ejercicios con el fin de evitar lesiones; asi también, se
considera un tiempo adecuado para que los participantes puedan adaptarse a
los implementos a usar y obtengan la confianza necesaria para ejecutar de
manera correcta las rutinas de ejercicios.

Este periodo de “Educacion y Aprendizaje” consiste en realizar las mismas
rutinas de ejercicios antes descritas, pero sélo se ejecutara una serie de cada
circuito, de manera mas lenta y pausada para que cada uno de los participantes
se pueda mover con ritmo y fluidez, y ademas puedan procesar y aprender los
ejercicios.
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ANEXO 4. ESCALA DE ESFUERZO PERCIBIDO DE BOHR (CR-20)

Escala de Esfuerzo
Percibido de Borg

Muy, muy leve
Muy leve
Bastante leve
Mas bien duro
Duro

Muy duro

Muy, muy duro

115



