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RESUMEN

“CAMBIOS INDUCIDOS POR EL EJERCICIO AGUDO EN LA FRAGILIDAD
OSMOTICA DEL ERITROCITO Y LA RESPUESTA LEUCOCITARIA EN
SUJETOS CON OBESIDAD TRATADOS CON VITAMINAS E Y C”

Palabras clave: obesidad, fragilidad eritrocitaria, leucocitosis, vitaminas Ey C

Introduccion. La obesidad afecta las células rojas de la sangre, alterando su
funcién, debido a la peroxidacion de los lipidos y las proteinas de la membrana
eritrocitaria. Esto disminuye la tasa de flujo sanguineo, la difusiéon de oxigeno y su
intercambio con los tejidos, reduciendo la cantidad necesaria para el metabolismo
aerobico de la glucosa y acidos grasos e incrementando el estado hipdxico de las
células endoteliales y cardiacas contribuyendo al incremento de la incidencia de
patologias cardiovasculares asociadas con la obesidad. Se ha estudiado el efecto
del ejercicio agudo en sujetos entrenados y sedentarios no obesos tratados con
vitaminas antioxidantes sobre los parametros hematolégicos y de fragilidad
eritrocitaria, pero se desconoce la descripcion de estos cambios en sujetos con
obesidad.

Objetivo. Evaluar el efecto del a-tocoferol y acido ascérbico sobre los cambios
posteriores a una prueba de esfuerzo aerdbica, en los parametros de fragilidad
osmotica del eritrocito y respuesta leucocitaria en sujetos con obesidad.

Métodos. Se llevd a cabo un estudio doble ciego en 10 pacientes con obesidad
del género masculino, asignados de forma aleatoria en dos grupos, a quienes se
les realizd una prueba de esfuerzo antes y después del tratamiento con a-tocoferol
y acido ascorbico (grupo A) o acido ascorbico y placebo (grupo B). Se evalu6 a un
grupo de 5 sujetos sanos para la obtencion de datos que pudieran ser
considerados como referencia; éste grupo solo fue evaluado al inicio del estudio.
Se determind en tiempos establecidos (0, 2,4 y 6 horas), la fragilidad osmética del
eritrocito (Hsp), la concentracion de vitamina E en suero y membrana del eritrocito,
la concentracién de vitamina C en suero, asi como la respuesta leucocitaria.
Resultados. El valor de Hso fue mayor en los sujetos con obesidad vs sanos. La
concentracion de vitamina E en la membrana del eritrocito fue menor en los
sujetos con obesidad vs sanos. A medida que disminuyé la concentracion de
vitamina E en el eritrocito aumenté la fragilidad osmatica. La respuesta leucocitaria
fue mayor en los obesos vs sanos. Después del tratamiento el grupo A vs el grupo
B, tuvo una disminucién significativa de Hsp. Ambos grupos presentaron una
disminucidén en la respuesta leucocitaria después del tratamiento.

Conclusiones. La administracién conjunta de vitamina E y C por tres semanas
disminuye la fragilidad osmatica del eritrocito y la respuesta inflamatoria en sujetos
con obesidad posterior al ejercicio agudo.



1. ANTECEDENTES
1.1 Obesidad, Estrés Oxidativo y Alteraciones Hematoldgicas

La obesidad se ha descrito como una enfermedad inflamatoria crénica relacionada
con la hipoperfusién e hipoxia del tejido adiposo, que ocasiona alteraciones en la
senalizacion de diferentes adipocinas y que favorece la resistencia a la insulina, la
gluconeogénesis, la lipotoxicidad y el estrés oxidativo.

El estrés oxidativo en los pacientes con obesidad es resultado del desequilibrio
entre los procesos oxidantes y antioxidantes. Las especies reactivas de oxigeno
(ERO) se forman en la membrana interna de la mitocondria. Estos radicales libres
pueden iniciar una serie de reacciones en cadena en los acidos grasos de los
fosfolipidos, dando lugar a la peroxidacion de los lipidos de membrana, dafiando la
organizacion de la bicapa lipidica e inactivando enzimas y otras funciones
celulares (2.

En la sangre, especialmente en los eritrocitos, las ERO se generan de manera
permanente durante el transporte de oxigeno. Si bien los eritrocitos estan
protegidos por un eficiente sistema antioxidante, en situaciones en las que existe
un aumento de especies reactivas de oxigeno, el sistema de proteccion puede ser
sobrepasado y ocasionar dafio celular. Por ello, éste tipo de célula es
frecuentemente utilizada como modelo en los estudios in vivo sobre la respuesta
antioxidante al estrés oxidativo.

En relacidn con lo anterior, se ha descrito que los lipidos y proteinas de la
membrana eritrocitaria son peroxidados en correlacién con el grado de obesidad
debido a la disminucion en los niveles de antioxidantes membranales y el grado de
poliinsaturacion lipidica. Estos factores sumados a la mayor rigidez de la
membrana eritrocitaria por aumento en el contenido de colesterol, pueden
ocasionar alteraciones como disminucién de la tasa de flujo sanguineo,
interferencia con la difusion de oxigeno y su intercambio tisular; situacion que
contribuye con la hipoxia presente en el tejido adiposo y que reduce el oxigeno
necesario para el metabolismo aerobico de los acidos grasos y de la glucosa,
incrementa el estado hipoxico de las células endoteliales y cardiacas,
favoreciendo la incidencia de patologias cardiovasculares asociadas con la
obesidad ©.



1.2 Ejercicio Agudo y Alteraciones Hematol6gicas

Se ha documentado el efecto agudo del ejercicio sobre los elementos formes de la
sangre, cuando se realiza una prueba de esfuerzo maxima tanto aerdbica como
anaerobica en individuos entrenados y sedentarios no obesos. En estos ultimos,
se reportaron alteraciones tales como aumento de la viscosidad, aumento de la
fragilidad osmética, disminucion de la deformabilidad eritrocitaria con la
consecuente hemolisis intravascular y disminucion en el numero de células rojas.
Los cambios aparecieron desde las 2 horas y persistieron de 12 a 24 horas

posteriores a la prueba de esfuerzo * .

Es importante mencionar que los cambios ocasionados por el ejercicio sobre las
propiedades mecanicas del eritrocito y el aumento en la viscosidad sanguinea que
interfieren con el flujo en la microcirculacion, representan un factor de riesgo
independiente de enfermedad cardiovascular ©.

Ademas, el eritrocito también funciona como un sensor de O,, que contribuye en la
regulacion del flujo muscular y el transporte de O, por la liberacion de ATP y juega
un papel importante en el control del tono vascular, por lo que las alteraciones en
su membrana interfieren con esta funcion ).

La modificacién en la reologia y funcidn eritrocitarias son reversibles, sin embargo,
la persistencia de estas alteraciones pueden modificar anormalmente la perfusion
tisular principalmente en vasos que tienen una reserva de flujo limitado como en la
circulacion coronaria y que se relaciona con problemas cardiovasculares durante
el periodo temprano y tardio de la recuperacion después del ejercicio ®)

Por otra parte, también se ha reportado que el ejercicio agudo ocasiona una
respuesta inflamatoria representada por un aumento en el numero de leucocitos. A
este respecto se reporté en un grupo de sedentarios sin obesidad, que el conteo
de leucocitos aumento significativamente 2 horas después del ejercicio aerdbico y
permanecid elevado a las 4, 8 y 12 horas posteriores. El conteo diferencial de
estas células mostré aumento significativo de granulocitos a las 2 horas
postejercicio con retorno a niveles basales a las 8 horas ®),

Los autores mencionan que la leucocitosis posterior al ejercicio representa una
verdadera leucocitosis inducida por una respuesta inflamatoria y el estallido
respiratorio de los granulocitos, tal como se observa en condiciones
fisiopatolégicas como la sepsis. La respuesta leucocitaria en este estudio se
relaciond directamente con el aumento en la peroxidacion (por aumento del estrés
oxidativo) de los lipidos de membrana del eritrocito y las alteraciones en su
deformabilidad y viscosidad ©®.



1.3 Sistema Antioxidante

Para contrarrestar el efecto adverso que los radicales libres pueden ocasionar a
nivel celular, el organismo cuenta con un sistema antioxidante que depende tanto
de la produccion de enzimas enddégenas como glutation y superdxido dismutasa o
catalasa, como de la adquisicion a través de la dieta, de compuestos antioxidantes
como la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido ascoérbico) y la vitamina A
(retinol) ©.

Tanto las fuentes endogenas como las exogenas de antioxidantes, se ven
influenciadas por el estado nutricional y el estilo de vida, pudiendo modificarse en
situaciones patolégicas como la obesidad.

El 4cido ascorbico es un antioxidante hidrosoluble que se encuentra en el citosol y
el fluido extracelular que interactua con el radical superédxido y el radical hidroxilo
en fase acuosa, principalmente en el plasma, previniendo el dafo a la membrana
eritrocitaria '%. El ascorbato (forma reducida del acido ascorbico) es el donador de
electrones mas importante para la transferencia trans-membrana en los eritrocitos
y la regeneracion de ascorbato a partir del radical ascorbilo inmediatamente
después de la generacion de este ultimo, tiene sentido para la economia del
ascorbato en el eritrocito. También actua como antioxidante del a-tocoferoxil
(producto oxidado del a-tocoferol) al reducirlo a a-tocoferol (')

Se ha observado que la administracion unica de vitamina C presenta efecto
antioxidante en diversos procesos bioldgicos incluidos los involucrados a nivel de
membranas celulares. Sin embargo, éste efecto se ve favorecido por la
participacion de otros compuestos antioxidantes como la vitamina E, la cual da
como resultado un efecto aditivo (sinergismo) a la cascada de secuencia de
reacciones Oxido-reductoras que protegen al organismo de los efectos de los
radicales libres '#'3).

El a-tocoferol es un compuesto lipofilico localizado en la membrana celular y es
particularmente efectivo en neutralizar radicales libres originados en la membrana
interna de la mitocondria y otras biomembranas (10), Protege contra Ia
lipoperoxidacién al actuar directamente con una variedad de sustancias reactivas
de oxigeno, los productos de lipoperoxidacion y el radical superoxido para formar
un radical tocoferol relativamente inocuo ©.

El efecto antioxidante de la vitamina E, se ha reportado con dosis que oscilan
desde 70 a 1000 mg y se recomienda que cuando se prescriban dosis por arriba



de 140 mg al dia, se coadministre vitamina C la cual regenera al tocoferol a partir
de a-tocoferoxil como se menciond anteriormente ).

Con lo que respecta al tiempo de administracion, se ha reportado que las
propiedades antioxidantes de la vitamina E en el eritrocito pueden observarse a
partir de dos semanas de administracion en pacientes sanos a una dosis de 500
mg/dia ('),

Si bien la vitamina C y E tienen un efecto sinérgico como agentes antioxidantes en
la membrana eritrocitaria, la vitamina E es la de mayor importancia dada su
caracteristica lipofilica y es probablemente la unica que actua como antioxidante a
nivel membranal '©.

De los carotenoides, el B-caroteno es el neutralizador mas eficiente de los
radicales peroxilo y '0, desencadenadores de la lipoperoxidacion. Por via
metabdlica es precursor de la vitamina A o retinol que contribuye en la funcién del
sistema antioxidante ©.

1.4 Ejercicio Agudo, Alteraciones Hematoldgicas y Antioxidantes

Los efectos de algunas de las sustancias antioxidantes ya han sido estudiados.
Senturk Umit et al, reportaron los efectos de las vitaminas antioxidantes sobre los
parametros hematoldgicos, hemorreolégicos y las alteraciones oxidativas
posteriores a una prueba de esfuerzo aerdbica maxima, en individuos entrenados
y sedentarios no obesos. En el grupo de sedentarios, el conteo de granulocitos
aumentd a las 2 horas, la lipoperoxidacion en los eritrocitos aumento
significativamente a las 12 horas y retorné a niveles basales a las 24 horas; la
deformabilidad eritrocitaria disminuy6 significativamente a las 2 horas, mientras
que la agregabilidad aument6 a las 8 horas y permanecié asi al menos 24 horas
respecto de los valores basales ©.

En el mismo grupo de pacientes Senturk Umit et al reportaron la contribucion del
estrés oxidativo inducido por el ejercicio sobre la hemdlisis. Los eritrocitos del
grupo de pacientes sedentarios presentaron aumento de la fragilidad osmatica 24
horas posteriores al ejercicio agudo, disminucion de la deformabilidad eritrocitaria
a las 2 y 24 horas posteriores; la concentracion plasmatica de hemoglobina
aumentd, mientras que la de haptoglobina disminuy6 a las 24 horas, tal como se
observa en la hemdlisis intravascular. El tratamiento con vitaminas A, C y E
durante dos meses mostréo su efectividad al eliminar todas estas alteraciones
agudas en este grupo. También la actividad de la glutation peroxidasa tuvo un
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aumento significativo y se presenté una disminucion significativa en el porcentaje
de hemdlisis inducida por H,0,, después del tratamiento &

Finalmente, se puede comentar que la conjuncion de obesidad, estrés oxidativo y
ejercicio, alteran de manera importante los mecanismos de citoproteccion
antioxidante en el eritrocito y exacerban la respuesta inflamatoria que
habitualmente se observa cuando se realiza ejercicio agudo an,

1.5 Epidemiologia de la Obesidad

La obesidad es un grave problema de salud publica que se relaciona con el
desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas.

De acuerdo a los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006
(ENSANUT 2006), el 69.3% de la poblacion mexicana mayor de 20 afios tiene
sobrepeso u obesidad considerando el indice de masa corporal (IMC).

La prevalencia de obesidad es de 24.2% en hombres y 34.5% en mujeres
mientras que el sobrepeso corresponde 42.5% y 37.4% respectivamente.

La ENSANUT 2006 también mostré que la circunferencia de cintura de acuerdo a
los puntos de corte del |ll Panel de Expertos del Programa Nacional de Educacion
sobre la Deteccion, Evaluacién y Tratamiento del Colesterol Alto en Sangre del
Adulto (NCEP I1ll), es de 24.1% para hombres y 61.9% para mujeres mientras que
con los criterios de la Secretaria de Salud, aumenta a 83.6% en hombres y 24.1%
en mujeres en el grupo de edad mayor de 20 afios; esto significa que el acumulo
de tejido adiposo predomina en la parte superior del cuerpo (18),

1.6 Tratamiento de la Obesidad

El tratamiento de los pacientes con obesidad comienza con cambios en el estilo de
vida y puede incluir farmacoterapia o cirugia.

La intervencidon en el estilo de vida comprende manejo nutricional, intervencién
conductual y ejercicio 19

Con respecto a la prescripcion de ejercicio, la determinacién del consumo de
oxigeno es de suma importancia, ya que a partir de la capacidad funcional
(integracion de los sistemas que suministran, transportan, entregan y utilizan el
oxigeno) del paciente, se determinara la dosificacion de ejercicio que le origine

beneficios con los menos riesgos posibles % 21:22)

11



2. JUSTIFICACION

Los factores inherentes a la obesidad alteran el sistema antioxidante, exacerban la
respuesta inflamatoria y causan alteraciones en la reologia del eritrocito en sujetos
que padecen esta patologia, aumentando el riesgo de presentar un evento
cardiovascular cuando realizan ejercicio. De esta manera, resulta importante
evaluar si el tratamiento con a-tocoferol y acido ascorbico atenua estas respuestas
con la finalidad de considerar su prescripcion dentro de las primeras etapas del
entrenamiento, tomando en cuenta que el ejercicio aerobico es una intervencion
necesaria para el tratamiento de los sujetos con obesidad.

12



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento con vitaminas antioxidantes atenua los cambios en los parametros
de fragilidad osmatica del eritrocito y la respuesta leucocitaria que se presentan
posteriores al esfuerzo agudo en sujetos sanos y entrenados. Sin embargo no se
ha evaluado el efecto que presenta el tratamiento especifico con a-tocoferol y
acido ascorbico sobre estos parametros en sujetos con obesidad, lo cual incidiria
en la prescripcion del ejercicio en este tipo de poblacion.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento conjunto de a-tocoferol y acido ascoérbico, reduce las alteraciones
en la fragilidad osmatica del eritrocito y la respuesta leucocitaria, que se presentan
posteriores a una prueba de esfuerzo aerdbica en sujetos con obesidad,
comparado con el tratamiento unico de acido ascorbico.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto del a-tocoferol y acido ascorbico sobre los cambios posteriores a
una prueba de esfuerzo aerdbica, en los parametros de fragilidad osmotica del
eritrocito y respuesta leucocitaria en sujetos con obesidad.

5.2 Especificos

5.2.1 Describir y comparar los cambios que se presentan, posteriores a una
prueba de esfuerzo aerdbica, en los parametros de fragilidad osmética del
eritrocito y respuesta leucocitaria en sujetos con obesidad y en sujetos sanos.

5.2.2 Evaluar y comparar el efecto tres semanas de tratamiento con a-tocoferol y
acido ascorbico o acido ascérbico y placebo, sobre los cambios posteriores a una
prueba de esfuerzo, en los parametros antes mencionados en sujetos con
obesidad.

5.2.3 Evaluar la posible relacion entre las concentraciones de a-tocoferol (en suero

y en la membrana del eritrocito) con respecto a los cambios observadas en las
variables estudiadas en ambos grupos con obesidad.
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6. SUJETOS, MATERIALES Y METODOS
6.1 Disefo del Estudio

Se llevd a cabo un estudio doble ciego en pacientes con obesidad del género
masculino, asignados de forma aleatoria en dos grupos, a quienes se les realizd
una prueba de esfuerzo antes y después del tratamiento con a-tocoferol y acido
ascorbico o acido ascorbico y placebo.

6.2 Sujetos de Estudio

Los sujetos fueron captados en el servicio de Medicina del Deporte del Instituto
Nacional de Rehabilitacion (INR) y cumplieron con los siguientes criterios: edad de
20 a 35 anos, sedentarios, residentes del Distrito Federal, indice de masa corporal
(IMC) 230 kg/m? y <35 kg/m? (Obesidad Grado | de acuerdo a la Organizacién
Mundial de la Salud -OMS-), no fumadores, que no hubiesen consumido vitaminas
antioxidantes o multivitaminicos 6 meses previos a su participacion en éste
estudio.

No fueron elegibles aquellos sujetos que se conocieran con hipersensibilidad a los
componentes de la formula de vitamina E o C, que tuvieran diagndstico de
diabetes mellitus 2, hipertension arterial, enfermedad cardiaca, renal, hepatica o
hematopoyética, que estuviesen bajo tratamiento farmacolégico para bajar de
peso o por otra indole; que presentaran patologia musculo-esquelética que les
impidiera realizar la prueba de esfuerzo o que tardara mas de 15 dias en sanar y
que tuvieran contraindicaciones absolutas y relativas para la realizacion de prueba
de esfuerzo de acuerdo a lo establecido por el Colegio Americano de Medicina del
Deporte (ACSM por sus siglas en inglés).

Fueron eliminados los sujetos que no acudieron al total de las evaluaciones
programadas o quienes no cumplieron con el 90% del tratamiento.

Todos los sujetos fueron informados sobre el propdsito, los procedimientos,
intervenciones y posibles riesgos que implicaba el estudio. Se considerd la
participacion voluntaria del sujeto mediante la firma de la carta de consentimiento
informado. El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion del INR.
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6.3 Evaluacién Clinica Inicial

A todos los sujetos se les realizo historia clinica, exploracion fisica, toma de signos
vitales, antropometria y plicometria para determinar el porcentaje de grasa
corporal utilizando las formulas de Siri y Durning-Womersley 2% También se les
realizé un electrocardiograma en reposo y se tomaron muestras sanguineas en
ayuno para determinacién de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL.

6.4 Modelo de Ejercicio (Prueba de Esfuerzo Aerébica)

Todos los sujetos realizaron prueba de esfuerzo en banda sin fin (Q710, Quinton
instruments co. Bothell, WA USA), utilizando el protocolo de Bruce Modificado. Se
registré el trazo electrocardiografico de manera continua y se tomé la presiéon
arterial con esfigmomanoémetro de mercurio 10 segundos antes de cada etapa. El
criterio de maximo esfuerzo se establecié cuando el sujeto alcanzé al menos el
85% de la frecuencia cardiaca maxima predicha por férmula de Tanaka @' 2° y
mediante la escala de esfuerzo percibido por el sujeto. Al finalizar la prueba se
calculé el consumo méaximo de oxigeno relativo (VO3 max mL'min""kg™).

Antes y después de la prueba de esfuerzo se tomaron muestras sanguineas de la
vena antecubital derecha para la determinacién de la fragilidad osmotica del
eritrocito, biometria hematica diferencial y niveles de a-tocoferol y acido ascorbico
en suero y a-tocoferol en la membrana del eritrocito.

La primera muestra (TO) se tomé 10 minutos antes de iniciar la prueba. La
segunda muestra (T1) a los 5 minutos después de transcurridos 5 minutos de
recuperacion. Las muestras subsecuentes se tomaron a las 2, 4 y 6 horas
después de finalizada la prueba de esfuerzo y correspondieron a los tiempos T2,
T3 y T4 respectivamente. Todas las muestras se obtuvieron con el sujeto sentado.
Para colectarlas, se utilizaron tubos Vaccutainer con heparina de sodio y con
EDTA. Las muestras para la determinaciéon de a-tocoferol y acido ascorbico se
transportaron en un contenedor especial a una temperatura de 4 a 6 °C al
Laboratorio Nacional de Prevencion y Control del Dopaje de la Comisién Nacional
de Cultura Fisica y Deporte (CONADE). Todas las muestras fueron procesadas el
mismo dia.

6.5 Grupos de Estudio
Después de la prueba de esfuerzo los sujetos fueron divididos en dos grupos. El

grupo A recibié tratamiento con acido ascérbico (vitamina C) 1000 mg/dia (tabletas
efervescentes, Laboratorios Roche) y 800 mg/dia de a-tocoferol (vitamina E)
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divididos en dos tomas de 400 mg cada 12 horas (capsulas, Laboratorios
Gelcaps), mientras que el grupo B recibié acido ascérbico 1000 mg/dia (tabletas
efervescentes, Laboratorios Roche) y placebo cada 12 horas (capsulas,
Laboratorios Gelcaps).

El tratamiento tuvo una duracién de tres semanas para ambos grupos. Todos los
sujetos realizaron una segunda prueba de esfuerzo como se describid
anteriormente al término de las tres semanas. El apego al tratamiento se evalud
mediante la diferencia en la cantidad de tabletas y capsulas entregadas vy
presentadas por el sujeto en la consulta de seguimiento.

Con la finalidad de valorar los cambios observados antes y después de la
intervencién en los grupos de estudio, se evalué a un grupo de cinco sujetos del
género masculino, sedentarios, no obesos, sin problemas de salud diagnosticados
hasta el momento del estudio. A este grupo de sujetos sanos se les realizaron
todas las pruebas descritas para los pacientes con obesidad antes del tratamiento.
Los datos solo se consideraron con fines de referencia.

6.6 Determinacion de la Fragilidad Osmética del Eritrocito

La fragilidad osmotica se determind en los tiempos TO a T4, utilizando el método
de Beutler y referido por Senturk 4. 28 Brevemente, se tomaron 50 pL de sangre
total heparinizada perfectamente mezclada y se agregaron a tubos que contenian
solucién de cloruro de sodio (NaCl) en diferentes concentraciones (pH 7.4, NaCl%;
0, 0.3, 0.35, 0.40, 0.45, 0.50, 0.55, 0.60, 0.75 0.90). Los tubos se mezclaron de
manera gentil y se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos. Después, se
centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos y se tomé la lectura del sobrenadante
en un espectrofotdmetro (RA-50 de Bayer Diagnostic, Ltd Sword Co. Dublin
Ireland) a 546 nm. La hemodlisis en cada tubo se expres6 como una cifra
porcentual, tomando como 100% el valor maximo de absorbancia del tubo con
agua destilada (0% de concentracién de NaCl). La concentracién a la que se
presentd el 50% de hemdlisis (Hso) se calculé a partir de los porcentajes de
hemodlisis en las diferentes concentraciones de NaCl mediante ajuste de la curva
obtenida con el programa de GraphPad Prism 5.0.

6.7 Determinacion de a-Tocoferol y Acido Ascorbico
Los niveles a-tocoferol y acido ascérbico se midieron en TO y T1; las muestras de

sangre se colectaron en tubos con heparina y se conservaron a temperatura de 4
a 6 °C, hasta su analisis. El suero se separ6 del paquete celular por centrifugacion

18



y se depositd en microviales. El paquete celular se lavd 3 veces con solucién de
NaCl 0.9 %, centrifugando a 2500 rpm durante 7 minutos y eliminando el
sobrenadante con ayuda de pipeta Pasteur; se prepard una solucion al 50% (v:v),
utiizando como diluyente solucion salina y se conservd en microviales.
Posteriormente se realizé extraccion, derivacion y analisis de a-tocoferol y acido
ascorbico en suero, asi como la extraccion de a-tocoferol en eritrocitos de acuerdo
a los métodos descritos para tal proposito (1% 27:28),

El analisis para la cuantificacion de vitaminas se realizé por cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (Cromatografo de gases modelo 6890
acoplado a espectrémetro de masas modelo 5973 de Agilent Technologies, USA).

6.8 Respuesta Leucocitaria

La cuantificacién de leucocitos se obtuvo de TO a T4, y se determind mediante
biometria hematica utilizando el método establecido para tal efecto en el
laboratorio central del INR (Hematology System, Adnia 120, Siemens, USA).

6.9 Andlisis Estadistico

Los valores se expresaron como promedio + error estandar (ES). La comparacion
entre los grupos de tratamiento y de referencia se realizé6 mediante ANOVA simple
con prueba post hoc de Tukey. Las comparaciones entre los grupos de estudio Ay
B, se realizaron mediante t de Student. Se establecid que existia diferencia
estadistica cuando el valor de p < 0.05 a un nivel de confianza del 95%.

Se evaluaron correlaciones entre las variables concentracion de vitaminas y Hsp a
los tiempos TO y T1, antes y después del tratamiento, mediante correlacion de
Pearson. Se considerd una correlacion significativa cuando el valor de p < 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas Clinicas de los Sujetos de Estudio

Participaron doce sujetos con obesidad, de los cuales dos fueron eliminados por
no haber acudido a la segunda evaluacion; los diez restantes completaron el
estudio con un apego del 98% en la ingesta del tratamiento. Los cinco sujetos
sanos cumplieron con todas las evaluaciones programadas.

El total de los sujetos con obesidad y los sujetos sanos completaron la prueba de
esfuerzo sin ningun problema.

Se observaron algunas diferencias entre las caracteristicas clinicas de los sujetos
con obesidad y el grupo de sanos, las cuales se indican en la Tabla 1. La edad y
peso fueron menores en el grupo de sanos comparados con los grupos de sujetos
con obesidad. Hubo diferencia entre los grupos con obesidad y el de sanos con
respecto a IMC, porcentaje de grasa corporal y el perimetro de cintura; los valores
fueron significativamente menores en el grupo de sujetos sanos (p < 0.01).

La prueba de esfuerzo fue maxima (85% de la FCMP) tanto en los grupos Ay B
como en el grupo de sanos; no hubo diferencia entre grupos. Sin embargo, el VO,
max relativo fue significativamente mayor en el grupo de sanos en comparacién con
los sujetos obesos. Los sujetos sanos presentaron concentraciones de HDL
significativamente mayores que los pacientes con obesidad.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los sujetos con obesidad grupo A (&cido ascérbico y o-
tocoferol), grupo B (4cido ascorbico y placebo) y sujetos sanos.

A B Sanos

Edad (afios) 3121270 32.2 +2.35 23.6 £0.97
Peso (Kg) 88.4 + 5.31 91.4 + 6.08* 71.7 £ 2.40
Talla (m) 1.7 £0.01 1.7 £0.03 1.7 £0.01
IMC (Kg'm?) 31.6 + 1.48% 31.2 £ 0.84" 24 £ 0.50
Perimetro de cintura (cm) 104.2 + 4.68% 106.6 +3.87F 81.5+2.90
Grasa corporal (%) 29.6 +1.16* 31.6 +0.74% 22.6+1.93
Glucosa (mgdL™) 82.6 +4.22 97 +£7.79 85.2+1.09
Colesterol Total (mg'dL'1) 173.8 £ 8.06 184 + 14.89 136.6 £ 12.50
Triglicéridos (mg'dL-1) 63.6 £ 10.20 229 +71.41 80.3 £ 16.04
LDL (mgdL™) 130.5 £ 8.02 111.5 £ 22.78 84.6 + 10.98
HDL (mgdL™) 30.5 % 1.49 26.7 + 0.76F 37.9+2.68
VO3 max (ML'min™Kg™) 37.5+ 232 37.5+2.31F 52 +3.23
FCMP alcanzada (%) 93.2+2.48 931222 93 + 3.56

Valores expresados como promedio + ES, IMC: indice de masa corporal, VO; na: consumo maximo de oxigeno, FCMP:
frecuencia cardiaca maxima predicha. *p < 0.05, *p < 0.01 diferencia con respecto al grupo de sanos.
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7.2 Alteraciones en la Fragilidad Osmotica del Eritrocito

Antes del tratamiento, la fragilidad osmadtica del eritrocito (Hsp) en el grupo de
sanos fue menor a la que presentd el conjunto de sujetos con obesidad, sin ser
ésta significativa. (Datos no presentados)

Al comparar el valor de Hsy entre los grupos A y B antes del tratamiento, el
comportamiento fue homogéneo en los diferentes tiempos; sin embargo después
de tres semanas de tratamiento, la comparacion de los grupos mostréo que el
grupo A presentd una disminucion significativa de la fragilidad osmotica, en los
tiempos TO a T2 (Figura 1, p < 0.05).

7.3 Determinacion de la Concentracion de a-Tocoferol y Acido Ascorbico

La determinacion de vitaminas se presenta en la Tabla 2. Se muestran los valores
de los sujetos sanos solo con fines de referencia. Antes del tratamiento, no hubo
diferencias en la concentracion de acido ascorbico, entre el grupo de sanos y los
sujetos con obesidad (A y B).

Tabla 2. Concentraciones de acido ascorbico y a-tocoferol en sujetos con obesidad (A y
B) antes y después del tratamiento. Comparacién con sujetos sanos.

Vitaminas Antes del tratamiento Después del tratamiento Sanos
(umol/L) A B A B

Ac. A suero 122.9+17.25 1155+10.78 176.7+22.21 183.8+11.93 131.3+8.45
oT suero 14.1+1.10 16.1 + 1.64* 29.4 +2.16% 16.3+ 1.28* 11.1 + 0.91
aT eritrocito 2.73 + 0.20* 2.7 +0.07* 5.3+0.29 2.7 £0.09* 46+0.36

Valores expresados como promedio + ES, A: Tratamiento con acido ascérbico (Ac. A) y a-tocoferol (aT), B: Tratamiento
con acido ascorbico (AA) y Placebo. *p < 0.05, *p < 0.01 diferencia con respecto al grupo de sanos.
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Figura 1. Fragilidad osmética en sujetos con obesidad con respecto al tiempo (T
0,1,2,3,4: tiempo basal, post-esfuerzo, 2, 4 y 6 horas respectivamente); a. Antes del
tratamiento, b. Después del tratamiento; Grupo A: tratamiento con acido ascérbico y a-
tocoferol; Grupo B: tratamiento con acido ascoérbico y placebo; Hsg: concentracion de
NaCl en la que se presenta el 50% de hemdlisis. Valores expresados como promedio *
ES. *p < 0.05, diferencia A vs B.
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Es interesante resaltar que la concentracion de a-tocoferol en suero, antes del
tratamiento, en los grupos de sujetos con obesidad (A y B) es mayor que lo
observado en el grupo de sujetos sanos (14.1+ 1.10, 16.1 £ 1.64 vs 11.1 + 0.91,
respectivamente), mientras que en eritrocito los sanos presentan una
concentracion significativamente mayor de o-tocoferol que los sujetos con
obesidad (4.6 £ 0.36 vs 2.73 £ 0.20 A, 2.7 £ 0.07 B; p < 0.01).

Después del tratamiento el nivel de o-tocoferol en suero fue significativamente
mayor en el grupo A, comparado con el grupo de sujetos sanos (29.4 + 2.16 vs
11.1 £ 0.91; p < 0.01). El aumento en la concentracién sérica de a-tocoferol influyo
en la concentracion que se presentd en la membrana del eritrocito, la cual alcanzé
la concentracion promedio observada en los sujetos sanos (5.3 + 0.29 vs 4.6 *
0.36). En el grupo B no se presentaron cambios.

Los niveles de acido ascérbico después del tratamiento aumentaron en ambos
grupos con obesidad pero no se observé diferencia significativa en relacién con el
grupo de sanos.

7.4 Respuesta Leucocitaria

Antes del tratamiento los sujetos con obesidad (A y B) presentaron un aumento
significativo de los leucocitos en T1 con respecto a su valor en TO (Figura 2, p <
0.05). Se observé un comportamiento similar en el grupo de sujetos sanos, sin que
esto alcanzara un nivel estadisticamente significativo (valores presentados solo
con fines de referencia).

La respuesta leucocitaria obtenida en T1 en los grupos A y B, disminuyd después
del tratamiento y cuando se compard con el grupo de sujetos sanos no se
obtuvieron diferencias significativas.

El conteo de leucocitos de los sujetos de los grupos A y B present6 una tendencia
mas tardia para regresar a su nivel basal comparado con los sujetos sanos, aun
después del tratamiento y se observd una tendencia al incremento de estas
células a partir de las dos horas.
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Figura 2. Cantidad de leucocitos en sujetos con obesidad con respecto al tiempo (T
0,1,2,3,4: tiempo basal, post-esfuerzo, 2, 4 y 6 horas respectivamente); a. Antes del
tratamiento, b. Después del tratamiento. Grupo A: tratamiento con acido ascorbico y a-
tocoferol; Grupo B: tratamiento con acido ascoérbico y placebo; datos de sujetos sanos
presentados con fines de referencia. Valores expresados como promedio * ES. *p < 0.05,
diferencia de los grupos A y B, respecto de TO.
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La Figura 3, muestra el aumento en el porcentaje de neutrdfilos; antes y después
del tratamiento se observd un aumento no significativo a las dos horas (T2) en los
grupos A y B respecto a su valor basal. El grupo de sujetos sanos presenté un
aumento no significativo del porcentaje de neutréfilos a las cuatro horas (valores
presentados solo con fines de referencia).

Al comparar el aumento de los neutréfilos entre grupos antes del tratamiento, el
porcentaje fue mayor en el grupo de sujetos sanos a las cuatro horas (T3), que en
los grupos Ay B (p < 0.05). Después del tratamiento el comportamiento del grupo
A permanecioé sin cambio, mientras que el grupo B tuvo una tendencia a la
disminucion desde T2.

7.5 Relacion entre las Concentraciones de a-Tocoferol en Suero y Eritrocito
respecto a la Fragilidad Osmoatica (Hsp)

Antes del tratamiento, se encontré una correlacién positiva (r = 0.710; p < 0.05)
entre la concentracion de a-tocoferol en suero y Hsp en el tiempo basal (TO). Esta
correlacién fue mayor inmediatamente después del esfuerzo (T1) (r = 0.807; p <
0.005).

Después del tratamiento hubo una correlacion positiva (r = 0.772; p < 0.009) entre
la concentracion de a-tocoferol en suero y a-tocoferol en eritrocito en TO. A su vez,
el aumento de la concentracién de a-tocoferol en eritrocito se correlacion6 de
manera negativa con el valor de Hsp en el mismo tiempo (r = -0.686; p < 0.028).

Es interesante mencionar que la correlacién entre la concentracion de a-tocoferol
en suero y a-tocoferol en eritrocito fue mayor inmediatamente después del
esfuerzo (T1) (r = 0.860; p < 0.001) que en el tiempo basal (TO) y ya no se
encontré correlacion de la concentracién de a-tocoferol en suero con el valor de
Hso en este tiempo.
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Figura 3. Cantidad de neutréfilos en sujetos con obesidad con respecto al tiempo (T
0,1,2,3,4: tiempo basal, post-esfuerzo, 2, 4 y 6 horas respectivamente); a. Antes del
tratamiento, b. Después del tratamiento. Grupo A: tratamiento con acido ascorbico y a-
tocoferol; Grupo B: tratamiento con acido ascodrbico y placebo; datos de sujetos sanos
presentados con fines de referencia. Valores expresados como promedio * ES. *p < 0.05,
diferencia del grupo sujetos sanos respecto de Ay B.
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8. DISCUSION

La obesidad ha sido descrita como una enfermedad inflamatoria crénica que
aumenta el desequilibrio entre los mecanismos oxidantes y antioxidantes, el efecto
de los radicales libres producto de ese desequilibrio ocasionan alteraciones en las
membranas celulares, comprometiendo la funcién especifica de la célula dafnada.
El eritrocito es un tipo de célula que al ser afectada por estos mecanismos
oxidantes compromete su funciéon principal que es transportar y entregar el
oxigeno, necesario para el metabolismo aerdbico. También se ha reportado que
el ejercicio agudo aumenta la produccién de radicales libres aun en personas
entrenadas, por tanto es entendible que algunos estudios reporten que la
conjuncion de obesidad y ejercicio agudo alteran de manera importante los

mecanismos de citoproteccién antioxidante y exacerban la respuesta inflamatoria
(1-3, 17, 29)

Aunque en el presente estudio no se midieron marcadores de estrés oxidativo,
niveles de enzimas antioxidantes, alteraciones en la viscosidad y deformabilidad
del eritrocito como lo reportado en estudios similares ), es l6gico pensar que las
alteraciones encontradas en la fragilidad osmoética del eritrocito y la respuesta
leucocitaria puedan ser atribuidas de manera tedrica al estado de obesidad.

Las caracteristicas clinicas y fisicas de los sujetoss estudiados podrian explicar en
parte, las alteraciones en las variables estudiadas y su relacién con la menor
capacidad aerobica que presentaron los sujetos con obesidad cuando se les
comparo con sujetos sanos. Esto es evidente si se analizan los datos presentados
en la Tabla 1, que muestra que los sujetoss con obesidad tuvieron una menor
capacidad fisica. Lo anterior esta en concordancia con la poblacion estudiada por
Senturk UK et al ¥, en donde los sujetos entrenados tuvieron mejor capacidad
fisica que los sedentarios; si consideramos que el grupo de sujetos sanos para
ese estudio no presentaba obesidad, se observa que el nivel de capacidad fisica
(representado por el VO, max) fue mayor que el obtenido en la poblacion con
obesidad que aqui se presenta. Aunque estas diferencias pudieran deberse a las
caracteristicas y tipo de poblacién, método de obtencion del valor de VO, (directo
vs indirecto) y protocolo utilizado (Bruce vs Bruce Modificado), es innegable que el
nivel de capacidad fisica es resultado de la integracion de los sistemas que
suministran, transportan, entregan y utilizan el oxigeno y que la obesidad al
interferir con el funcionamiento de estos sistemas propicia una menor capacidad
aerobica reflejada como un nivel mas bajo de VO, max 0.

La mayor fragilidad osmdética que presentaron los sujetos con obesidad se observé
desde el tiempo basal (TO) y aumenté después del esfuerzo (T1). Esto puede
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explicarse por un lado, considerando que la obesidad per se causa alteraciones en
la dinamica circulatoria y por otro, que las alteraciones en la membrana del
eritrocito son secundarias al dafio por el estrés oxidativo exacerbado en estos
pacientes ("),

Se ha reportado en sedentarios no obesos, un aumento de hemoglobina
plasmatica y disminucion de haptoglobina (indicativo de hemodlisis intravascular)
hasta 24 horas posteriores al ejercicio agudo. Estos cambios se relacionaron con
disminucién en la deformabilidad y aumento de la agregabilidad en el periodo
posterior al esfuerzo. Ademas, a las 12 horas, un aumento en los derivados
carbonilo y en las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS por sus
siglas en inglés), considerados como marcadores de peroxidacion de proteinas y
lipidos respectivamente “®. En el caso de sujetos con obesidad, el grado de
lipoperoxidacion es directamente proporcional con el IMC debido a que presentan
disminucidon en la actividad enzimatica antioxidante y menor grado de
poliinsaturacion lipidica, que aunado al aumento de colesterol hacen de la
membrana del eritrocito una estructura mas rigida y susceptible de hemalisis (3.29)
Si ademas se toma en cuenta que el ejercicio agudo ocasiona alteraciones en la
reologia sanguinea © es de esperarse que las personas con obesidad sometidas
a un ejercicio agudo (prueba de esfuerzo), presenten un aumento en la fragilidad
eritrocitaria tal como se observo en el presente trabajo.

El tratamiento con a-tocoferol, B-caroteno y acido ascorbico durante dos meses
disminuyo la fragilidad eritrocitaria, la agregabilidad, el estrés oxidativo y aument6
el nivel de respuesta antioxidante en sujetos entrenados y sedentarios sin
obesidad “®. En el presente estudio solo se administraron, o-tocoferol
considerando sus caracteristicas lipofilicas y su funcién antioxidante en las
membranas celulares y acido ascorbico con el fin de favorecer la regeneraciéon del
a-tocoferoxil a tocoferol * 3. Se encontrd que tres semanas de tratamiento
fueron suficientes para lograr una disminucién significativa en la fragilidad
eritrocitaria en los sujetos con obesidad que recibieron ambas vitaminas (grupo A)
comparado con el grupo que recibid acido ascoérbico y placebo (grupo B). La
disminucién significativa en el indice de fragilidad se presentd desde el tiempo
basal y hasta las 2 horas posteriores al ejercicio.

Dentro de las limitaciones del presente estudio se encuentran la ausencia de
medicion de marcadores de estrés oxidativo, indice de deformabilidad,
agregabilidad o viscosidad sanguinea. Sin embargo, la disminucion en la fragilidad
eritrocitaria indica una mejoria en esos factores y puede explicarse por los niveles
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de vitaminas antioxidantes medidos antes y después del tratamiento, tal como ha
sido reportado ©®.

Previo al tratamiento la concentracion de a-tocoferol en la membrana del eritrocito
de los sujetos obesos fue menor que el medido en los sujetos sanos y los niveles
de a-tocoferol en suero fueron mayores en los sujetos obesos; lo anterior sugiere
que la concentracion limitada de a-tocoferol en la membrana del eritrocito no
ejerce su actividad antioxidante propiciando un mayor grado de hemdlisis.
Posterior al tratamiento, en el grupo A ocurrié lo contrario, observandose que la
administracion de a-tocoferol incrementa los niveles séricos e incide en el
aumento de su concentracion a nivel de la membrana del eritrocito, alcanzando
niveles semejantes a los encontrados en sujetos sanos. Se puede decir que la
membrana del eritrocito fue mas resistente, ya que a medida que aumento el nivel
de a-tocoferol en membrana el valor de Hsp disminuy6 significativamente.

A pesar de que los sujetos con obesidad presentaron antes del tratamiento una
mayor concentracion de a-tocoferol en suero, éste no pudo ser movilizado hacia la
membrana eritrocitaria cuando fue requerido, como lo muestra la correlacién
positiva entre la concentracion de a-tocoferol en suero y Hso después del esfuerzo
(T1). La falta de movilizacién puede entenderse en parte, si se considera que los
sujetos con obesidad presentaron mayores niveles de colesterol LDL y que la
vitamina E al ser liposoluble permanece como componente de las lipoproteinas, de
las cuales la LDL liga de 6 a 12 moléculas de a-tocoferol 7).

Se ha reportado disminucion en los niveles de a-tocoferol en plasma y membrana
del eritrocito inducidos por el ejercicio agudo en sujetos sanos que no recibieron
tratamiento; se menciona que la concentracion de a-tocoferol en el eritrocito esta
determinada por la concentracion plasmatica de o-tocoferol y por la duracién e
intensidad del ejercicio (2 En el presente estudio por el contrario, antes del
tratamiento no se observd disminucion de o-tocoferol en suero o membrana
eritrocitaria después del ejercicio (T1; datos no presentados), lo cual puede
deberse a las caracteristicas de la poblacion. No obstante, después del
tratamiento en el mismo tiempo (T1), existi6 una mayor correlacién entre la
concentracion sérica de a-tocoferol y la membrana del eritrocito; lo cual sugiere
que la administracion exogena de a-tocoferol, mejora su concentracion sérica en
forma libre incidiendo sobre el depdsito en la membrana del eritrocito y que existio
una mejoria en los depdsitos a-tocoferol en higado y tejido graso, ademas de
haber aumentado la movilizacién del a-tocoferol de higado y tejido graso hacia el
plasma y entre éste y la membrana del eritrocito, el cual utilizé el a-tocoferol como
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antioxidante con la consecuente disminucion de la fragilidad osmotica observada
en este grupo de sujetos. Esto es tedricamente posible, ya que se ha sugerido al
higado como el érgano regulador de la homeostasis de a-tocoferol tanto en reposo
como en ejercicio 2,

El efecto del acido ascérbico pudo haber contribuido en la disminucion de la
fragilidad osmotica del grupo A. Se ha descrito que el acido ascoérbico es un
agente sinérgico excelente del a-tocoferol; el efecto antioxidante que ejerce de
manera inicial en la fase acuosa (plasma) mejora el efecto del a-tocoferol a nivel
de la fase lipidica (membrana), resultando un menor indice de peroxidacion
lipidica ®*). Esto no se reflejo sobre la fragilidad osmética en el grupo B; que solo
recibid acido ascorbico.

Los resultados muestran que la prueba de esfuerzo también indujo una respuesta
inflamatoria representada por el aumento en el numero de leucocitos después del
esfuerzo. El aumento fue mayor en los sujetos con obesidad que en los sanos. El
tratamiento asignado para los grupos A y B, atenud significativamente esta
respuesta y se aproximo a la respuesta que presentaron los sujetos sanos. Lo
anterior es concordante con el estudio de Senturk el cual muestra que el
tratamiento con vitaminas antioxidantes disminuye la respuesta leucocitaria
posterior al esfuerzo ®. El aumento en el nimero de leucocitos ha sido reportado
en diferentes estudios © % y al parecer el tiempo en el que se presenta el pico de
leucocitosis depende del protocolo de ejercicio utilizado, la intensidad, la duracién,
el tiempo en que se tomaron las muestras y el nivel de capacidad fisica de los
participantes. En el presente estudio, el pico de leucocitosis se presentd después
del esfuerzo (T1). El aumento del numero de leucocitos es indicativo de una
verdadera respuesta inflamatoria ®’; en éste estudio la neutrofilia se presenté 2 y 4
horas posteriores al esfuerzo en los sujetos obesos y sanos respectivamente,
tiempo suficiente para que los cambios en la biometria hematica diferencial no se
pudieran explicar por la hemoconcentracion.

El aumento en el numero de neutréfilos se relaciona de manera directa con su
activacion inducida por el ejercicio, la consecuente produccion de ERO, el
aumento de la actividad fagocitica, el dafo celular; como resultado de los
mecanismos anteriores se presenta un aumento en la fragilidad osmotica del
eritrocito @ 3% *%)_Gij bien, los resultados de este estudio muestran discordancia, ya
que primero se presentd el aumento en la fragilidad osmotica y posteriormente el
pico de neutrdfilos, no significa que la neutrofilia sea el unico factor que contribuya
a la fragilidad eritrocitaria. Las diferencias pueden deberse en parte a que los
sujetos con obesidad presentan desde el reposo alteraciones en las propiedades
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reoldgicas de los eritrocitos y un mayor nivel de estrés oxidativo (' 39 factores

que pueden ser exacerbados cuando realizan un esfuerzo fisico. Por otra parte,
algunos grupos de estudio mencionan que después de un episodio de ejercicio
maximo existe una disminucion en la activacion los neutrdéfilos, mientras que otros
reportan un aumento “9.

El entendimiento de los mecanismos involucrados en la fragilidad del eritrocito
toma relevancia si se considera que ésta célula transporta el oxigeno necesario
para el metabolismo aerdbico y que funciona como sensor de oxigeno
contribuyendo a la regulacién del flujo sanguineo local (). Las alteraciones en las
propiedades reoldgicas del eritrocito representan un factor independiente de riesgo
cardiovascular, debido a que modifican la perfusion tisular principalmente en vasos
que tiene una reserva limitada de flujo como en el miocardio y que se relaciona
con problemas cardiovasculares durante o después del ejercicio ©)

El deterioro en la membrana del eritrocito es un reflejo del dafo celular a nivel
sistémico, relacionado con la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo. Ademas,
cuando la hemoglobina libre es oxidada se convierte en una sustancia citotoxica
que puede lesionar a otros eritrocitos y al endotelio aumentando el proceso de
aterosclerosis y vasculitis “". También el grupo hem se relaciona con la oxidacién
de proteinas de membrana y con la formacion de antigenos de superficie en
eritrocitos senescentes causando mas hemdlisis y perpetuando el ciclo hemdlisis,
hipoxia, riesgo cardiovascular “2.

A lo largo del dia un individuo con obesidad puede realizar esfuerzos fisicos
mayores de los que habitualmente esta acostumbrado a realizar y las alteraciones
que se mencionaron anteriormente pueden ocurrir dado el riesgo inherente que
presenta el paciente. El tratamiento con vitaminas antioxidantes contribuye a
reducir estas alteraciones y puede ser de beneficio en las primeras etapas de
tratamiento en donde el ejercicio fisico es parte de la estrategia de intervencion.
Asimismo, las mediciones realizadas en este trabajo pueden servir en poblacion
fisicamente activa, como parte del modelo de seguimiento y control del
entrenamiento.
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9. CONCLUSIONES

La administracion conjunta de a-tocoferol y acido ascérbico por tres semanas
disminuye la fragilidad osmatica del eritrocito y la respuesta inflamatoria en sujetos
con obesidad posterior al ejercicio agudo.

El tratamiento con vitaminas antioxidantes reduce la respuesta inflamatoria en
sujetos con obesidad y tiende a ser semejante a la respuesta presentada en
sujetos sanos, contribuyendo en la disminucién de los factores relacionados con el
riesgo cardiovascular.

La administracién conjunta de a-tocoferol y acido ascérbico, tiene un mejor efecto
en la reduccion de las alteraciones hematologicas estudiadas comparada con la
administracién unica de acido ascorbico.

Es recomendable la administracién de a-tocoferol y acido ascoérbico en sujetos con
obesidad que realizan ejercicio aerdbico como parte del tratamiento terapéutico.

Las evaluaciones hematoldgicas realizadas en el presente estudio pueden ser de

utilidad para el seguimiento y control del entrenamiento de poblacién fisicamente
activa.
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ANEXO. CONSENTIMIENTO INFORMADO

FICHA INFORMATIVA

Titulo del estudio:

“Cambios inducidos por el ejercicio agudo en la fragilidad osmatica del eritrocito y
la respuesta leucocitaria en sujetos con obesidad tratados con vitaminas Ey C”

NUumero de protocolo: 23/09

Nombre del (los) investigador(es) M. en C. Andrea Pegueros Pérez.
Dr. Salvador Sanchez Serrano R3MAFyD.

Dr. José Gilberto Franco Sanchez.

Institucion: Instituto Nacional de Rehabilitacién, Subdireccion de Medicina del
Deporte, Division Clinica de Medicina del Deporte.

Direccion: Av. México-Xochimilco 289, Col. Arenal de Guadalupe. C. P. 14389,
Del. Tlalpan, México D. F.

Teléfono: 59 99 10 00, extensiones: 13120y 13124

Se le ha invitado a participar en un estudio de investigacion para evaluar los
cambios inducidos por el ejercicio agudo en la fragilidad osmotica del
eritrocito y la respuesta leucocitaria en sujetos con obesidad tratados con
vitaminas E y C. La Obesidad es un problema de salud y nos interesa abordarlo
desde el punto de vista de Medicina del Deporte para establecer las condiciones
que disminuyan el riesgo cardiovascular cuando usted realice ejercicio como parte
del tratamiento.

A continuacion se le proporciona informacion mas clara, acerca de este proyecto
de investigacion, por favor lea este documento detenidamente y tdmese el tiempo
necesario para formular todas las preguntas que desee. Si hay algo que no esté
claro, no dude en preguntar al personal responsable, quienes le explicaran con
mas detalle.
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Propoésito del estudio

La Obesidad se caracteriza por la acumulacion excesiva de tejido graso en el
cuerpo y es una enfermedad que padecen muchos mexicanos. El tejido graso que
se acumula puede afectar a érganos como el corazon, los vasos sanguineos y la
sangre entre otros; esto sucede porque al existir grasa en exceso se producen
ciertas sustancias oxidantes (llamados radicales libres), que afectan la funcién de
las células. Las células rojas de la sangre 6 eritrocitos al ser afectados por los
radicales libres, se convierten en estructuras mas fragiles y disminuye su funcion
que consiste en transportar oxigeno a todo el cuerpo. El hecho de que el oxigeno
no se transporte en cantidad suficiente, aumenta el riesgo de presentar
enfermedades del corazon, sobre todo al realizar esfuerzos fisicos.

Nuestro propdsito es conocer qué cambios sufren estas células rojas como
resultado de una prueba de ejercicio en sujetos con obesidad y si estos cambios
se pueden disminuir cuando se administra vitamina E ya que la vitamina E
contrarresta el efecto de los radicales libres. Ademas, nos interesa conocer
también la respuesta de las células blancas (leucocitos), que son productoras de
radicales libres.

Esta informacién nos ayudara a valorar la respuesta aguda al ejercicio y tomar
mejores decisiones al iniciar un plan de tratamiento integral en pacientes con
Obesidad.

Para este estudio se espera que participen 20 personas con Obesidad y 10
personas sanas. Su participacion es absolutamente voluntaria, no remunerable y
es libre de participar o abstenerse, sin que se afecte su derecho a recibir atencion
médica subsecuente.

Procedimiento
Antes del tratamiento

Se le realizara las siguientes intervenciones: historia clinica completa,
electrocardiograma en reposo, prueba de ejercicio y toma de muestras
sanguineas.

Las muestras seran tomadas previas al ejercicio, inmediatamente después del
ejercicio, a las 2 horas, a las 4 horas y a las 6 horas.

Para facilitar la obtencion y disminuir las molestias durante la toma de las
muestras, se le colocara un catéter en la vena del antebrazo derecho. Durante
este tiempo permanecera en el area médica y el personal responsable estara en
contacto continuo con usted.

Tratamiento para pacientes con obesidad

Terminada la evaluacion inicial, el personal responsable le entregara el tratamiento
de manera gratuita, que consistird en capsulas de gelatina blanda de vitamina E.
El tratamiento tendra una duracién de 3 semanas. Durante este tiempo usted
podra realizar su vida cotidiana habitual.
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Seguimiento médico técnico para pacientes con obesidad

Usted sera citado una vez al terminar la segunda semana de tratamiento, para
verificar el apego al tratamiento, asi como para evaluar su estado de salud hasta
el momento. Es importante que acuda a su cita. Una vez terminado el periodo de
tres semanas de tratamiento, se realizara nuevamente la prueba de ejercicio con
toma de muestras sanguineas.

Riesgos y/o incomodidades

La colocacion del catéter intravenoso y la toma de las muestras se haran bajo
condiciones de estricta limpieza y se usara material nuevo y desechable para
minimizar los riesgos de posibles infecciones. Durante el procedimiento de
colocacién del catéter puede presentarse un poco de dolor o quedar un pequefio
moreton que se resolvera sin tratamiento en las proximas dos semanas.

La cantidad total de sangre necesaria para el estudio sera de 50 mL lo que es una
cantidad minima de la que se extrae en una donacion sanguinea y no representa
un riesgo para la salud.

Una vez que le sea colocado el catéter, permanecera con el mismo, un tiempo no
mayor a 6 horas, esto puede originar una leve molestia que disminuira si usted
sigue las indicaciones del médico. Podra deambular si lo requiere, a menos que el
meédico le indique lo contrario.

El riesgo de presentar reacciones secundarias a la ingesta de vitaminas es nulo,
sobre todo si las dosis son las adecuadas como las que se prescribiran en este
estudio. Sin embargo, en caso de que presentar alguna molestia o sintoma, es
importante que lo haga saber al personal responsable.

Beneficios

La informacién obtenida podra darnos un diagndstico de su estado de salud, para
que al término del estudio podamos emitir recomendaciones que permitan
controlar y mejorar su salud, asi como prevenir las posibles complicaciones
relacionadas con la Obesidad, en caso de que la presente.

La informacién obtenida por su participacion es esta investigacion, puede ser util y
de beneficio para otras personas que presentan esta enfermedad.

Participacién voluntaria

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a
participar y puede abandonar el estudio en cualquier momento. Lo unico que debe
hacer es informar esta decision al responsable del estudio.

Su retiro no le ocasionara ninguna penalidad, ni tampoco sufrira algun perjuicio en
relaciéon con la atencion médica que proporciona la institucion.
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Sus registros médicos durante la investigacion seran tratados confidencialmente.

Se le identificara con un cédigo y la informacion personal de sus archivos no sera
entregada a nadie. Usted no resultara identificado personalmente en ninguna
publicacion sobre el estudio.

Usted tiene la responsabilidad de conocer su historial clinico y de revelar al
médico si ha presentado molestias aun con esfuerzos leves o de cualquier
informacion que permita minimizar los riesgos.

Los riesgos directos relacionados con el estudio son practicamente nulos. Pero, si
como consecuencia directa de los procedimientos de este estudio usted
presentara algun dafo fisico, se le otorgara el cuidado médico necesario.

Los costos de algunos estudios de laboratorio, evaluaciones y consultas médicas
contempladas para este estudio seran cubiertos por usted. Otros procedimientos
no tendran costo. Se le otorgara el nivel socioeconémico de acuerdo al reglamente
vigente.

En caso que presente obesidad, la vitamina E le sera entregada de manera
gratuita por el equipo responsable, sélo debe seguir y cumplir el tratamiento
conforme le sea indicado.
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Declaracion de consentimiento informado

México, D.F. a de de20

A quien corresponda.

Yo declaro LIBRE vy
VOLUNTARIAMENTE que acepto participar en el estudio “Cambios inducidos por
el ejercicio agudo en la fragilidad osmética del eritrocito y la respuesta leucocitaria
en sujetos con obesidad tratados con vitaminas E y C”, que tendra una duracion
de 3 semanas.

Estoy consciente de que los procedimientos y pruebas para realizar el protocolo
de estudio son:

e Historia clinica, que consiste en recabar antecedentes médicos (incluyendo
antecedentes familiares y personales, tratamientos farmacolégicos y
quirurgicos), medicion de peso, talla, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria y presion arterial. Asi como una revision fisica general y toma
de electrocardiograma en reposo.

e Evaluacién de ergometria que consiste en una prueba de esfuerzo en
banda sin fin, con monitoreo cardiaco y aumento progresivo de velocidad e
inclinacion.

e Colocacion de catéter estéril en la vena del antebrazo para la toma de
muestras sanguineas.

e Contacto continuo con el personal responsable para el control y toma de
muestras, por un periodo no mayor a 6 horas.

e Tratamiento con vitamina E, que deberé ingerir por un periodo de tres
semanas en el caso de que presente obesidad.

Estoy enterado que en caso de presentar alguna anormalidad relevante detectada

en las evaluaciones programadas seré informado por parte del (los) responsable
(s) del estudio.

Estoy consciente que deberé asistir a las evaluaciones iniciales y subsecuentes
durante el tiempo que dure el estudio, cuando el médico me lo programe.
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Estoy enterado que los costos seran cubiertos en parte por mi y que otros
procedimientos no tendran costo.

Estoy consciente que si sigo las recomendaciones del médico al pie de la letra
durante el desarrollo de los procedimientos del estudio, los riesgos e
incomodidades que pudieran presentarse son minimos.

Comprendo el beneficio que mi participacion tendra en mi salud y en la generacién
de informacion que pueda ser util para la poblacion que padece Obesidad.

Mi participacién en este estudio es VOLUNTARIA y SIN REMUNERACION. Es de
mi conocimiento que puedo negarme a participar y abandonar el estudio en el
momento que yo asi lo desee siempre que informe al responsable del estudio.

Entiendo que mi retiro no me ocasionara ninguna penalidad, ni tampoco sufriré
algun perjuicio en relacion con la atencion médica que me proporcione la
institucion.

Estoy enterado de que mis registros médicos durante la investigacién seran
tratados confidencialmente y que la informacion personal en archivos no sera
entregada a nadie. No seré identificado personalmente en ninguna publicacion
sobre el estudio.

Es de mi conocimiento que en caso de presentarse alguna molestia o duda por mi
parte, puedo contactar al (los) investigador (es) responsable (s) del estudio.

Es de mi conocimiento que los riesgos directos relacionados con el estudio son
practicamente nulos. Pero, si como consecuencia directa de los procedimientos de
este estudio presento algun dafo fisico, se me otorgara el cuidado médico
necesario. Por lo que estoy consciente que los investigadores no seran
responsables de lesiones fisicas que sean consecuencia de circunstancias ajenas
al disefio y metodologia del protocolo en cuestion.
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Declaro que he leido y entendido esta carta de consentimiento informado en
presencia del Dr(a). , y del
Sr(a). , Y que su contenido me ha sido
explicado. Mis preguntas han sido respondidas. Consiento voluntariamente
participar en este estudio de investigacién y recibiré una copia firmada y fechada
de esta carta de consentimiento informado para mi registro.

No estoy participando en otro proyecto de investigacion en este momento, no lo he
hecho en dias anteriores y he tratado las implicaciones de tal participacion con el
(los) responsable (s) del estudio.

Firma del paciente Direccién Teléfono
Nombre y Firma del Médico Responsable Fecha Teléfono
Nombre y firma del testigo Fecha Teléfono
Nombre y firma del testigo Fecha Teléfono

Nota: este formulario de consentimiento informado, con las firmas originales debe formar parte del
archivo de la investigacion. Se debe entregar una copia al voluntario y colocar una copia en los
registros médicos del mismo.
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