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RESUMEN

En este estudio se plante6 evaluar el estrés oxidativo de individuos en edad escolar,
aparentemente sanos, provenientes de la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya,
estado Sucre. Para ello, se estudiaron un total de 76 individuos de ambos sexos en grupo
de edades de 4a 7; 8a 10 y 11 a 14 afios. Se evaluo su condicion nutricional, a traves del
indice de masa corporal (IMC) e indicadores antropométricos como peso/talla, talla/edad
y peso/edad; pardmetros hematoldgicos tales como: hemoglobina, hematocrito,
eritrocitos, leucocitos y plaquetas; bioquimicos como proteinas totales, glutation (GSH),
metalotioneinas (MT) y sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), estos tres
ultimos como indicadores del estrés oxidativo. Se empled un analisis estadistico no
paramétrico de Kruskal Wallis (KW) y Mann Whitney (W). Los parametros
hematoldgicos y proteinas séricas totales permitieron confirmar que los individuos eran
aparentemente sanos ya que presentaron valores dentro de los limites de referencias y no
se encontr0 variacion significativa con relacion al género ni a la edad. Las
concentraciones de GSH, MT y TBARS no presentaron variaciones con relacién al
género. En relacion a la edad, no hubo diferencias significativas de GSH y MT, pero si
se evidencio en los niveles de TBARS, encontrandose valores mas altos en el grupo de
individuos de 11 a 14 (6,67 £ 2,73 pumol/l), con respecto al de 4 a 7 afios (4,25 + 2,22
pumol/l) (p<0,05). EI aumento de TBARS en los individuos de 11 a 14 afos, sin
modificacion en los antioxidantes estudiados, reveldé la presencia de mayor dafio
oxidativo, lo cual puede deberse a los cambios bioquimicos que normalmente ocurren
en esta etapa de la vida, la pubertad.



INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son especies derivadas del oxigeno como
consecuencia de la reduccion parcial del mismo a través de una seria de transferencias
monoelectrénicas, son producidas por todos los organismos vivos como resultado del
metabolismo celular normal. A bajas 0 moderadas concentraciones funcionan en
procesos celulares fisioldgicos pero a altas concentraciones pueden producir situaciones
adversas a los componentes celulares (Halliwel, 2007). Se producen a nivel endégeno y
exogeno. A nivel endégeno son generadas por la cadena transportadora de electrones
dentro de la mitocondria en la célula, durante la fagocitosis, por los peroxisomas que son
organelos ricos en oxidasas y a nivel exdgeno son inducidas por las radiaciones
ionizantes, hiperoxia, xenobidticos, infecciones y contaminacién ambiental por
sustancias quimicas organicas e inorganicas (Rodriguez y cols, 2001; Avello y
Suwalski, 2006)

Entre las ERO se encuentran: el anion superéxido (.02_), formado a partir del oxigeno

molecular (O,) por captura de un electron, el peroxido de hidrogeno (H,O;) y el O, que

son radicales estables y moderadamente agresivos, por Gltimo se encuentra el hidroxilo
(OH*), que se forma por la union del O, y el H,O,, mediante la reaccién de Haber-

Weiss, necesitando catalizadores metélicos como el cobre y el hierro, este Gltimo radical
sin duda, es el mas dafiino, y esto se debe a su corto tiempo de vida a su alta reactividad.
(Kehrer, 2013). Alteraciones de la homeostasis celular pueden ocurrir cuando se produce
un desequilibrio entre las ERO y los niveles de antioxidantes, conllevando a la aparicién
del estrés oxidativo, proceso en cual se produce la oxidacion de biomoléculas con la
consiguiente pérdida de sus funciones bioldgicas, asi como al descontrol homeostatico
junto a un potencial dafio oxidativo contra células y tejidos, participando en los
mecanismo fisiopatologicos de numerosas enfermedades (Escriva, 2015; Galili y cols.,
2007).
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Estas especies reactivas son capaces de ejercer un ataque a macromoléculas importantes
como los lipidos, al reaccionar con los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
bioldgicas produciéndose la peroxidacion lipidica, este proceso da origen a
transformaciones en la membrana celular, que pueden conducir a su destruccién
(Sodergren, 2000; Groenbaek y cols.,, 2006). Los productos finales de la
lipoperoxidacion son el malondialdehido (MDA), Fp-isoprostanos y el 4-hidroxi-2-
nonenal (4-HNE), por mencionar algunos, los cuales son acumulados en sistemas
bioldgicos formando enlaces covalentes con otras biomoléculas afectando su funcion
(Kregel y Zhang, 2006). Las bases nitrogenadas del ADN también son muy susceptibles
a la oxidacién por las ERO, pudiendo causar mutaciones en el ADN nuclear y
mitocondrial, y como producto de su oxidacion se forma el 8-hidroxi-2-guanosina. Las
ERO ademas, pueden oxidar a casi todos los residuos de aminoacidos en las proteinas,
los productos de la oxidacion de estos residuos de aminodcidos, incluyen enlaces
disulfuros en residuos de cisteina, residuos carbonilos, y muchos otros residuos
oxidados, tales como la metionina sulfoxido. Estas modificaciones oxidativas causan
cambios a nivel funcional y pueden tener un impacto fisiol6gico sustancial como muerte
celular por apoptosis, cancer o aparicion de enfermedades degenerativas (Levent y cols.,
2006; Mahmood y cols., 2004).

Todos los organismos desarrollan defensas antioxidantes que, por su parte, tienen la
funcién de inactivar las ERO y/o radicales libres (RL), y como consecuencia, proteger
contra los dafios oxidativos, para sostener la vida y mantener un balance redox
intracelular, ya que previenen o reducen el dafio celular causado por estas especies
(Kregel y Zhang, 2006). Tales acciones pueden ser llevadas a cabo por medio de
distintos mecanismos, impidiendo la formacion de los RL y/o especies reactivas (sistema
de prevencion); inhibiendo la accién de éstos (sistema barredor) o favoreciendo la
reparacion y la reconstitucion de las estructuras biologicas dafiadas (sistema de

reparacion) (Hicks y cols., 2006).
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Las defensas antioxidantes son clasificadas, principalmente, en enziméaticas y no
enziméticas. Las enziméticas son capaces de metabolizar los RL. En este grupo se

encuentran la superdxido dismutasa (SOD), que cataliza la dismutacion del 'Oz‘

originando H,0,, la catalasa (CAT), que descompone el H,O, en agua, y la glutation
peroxidasa (GPx), que también descompone el H,O,, pero a diferencia de la CAT que
utiliza el H,O, como dador de electrones, esta utiliza el glutation (GSH) (Guerra, 2001;
Taibur y Towhidul, 2012). Los antioxidantes no enzimaticos, que tienen la capacidad de
neutralizar directamente los RL, incluyen, especialmente, los de origen dietético, entre
los cuales destacan vitaminas, minerales y polifenoles. Asi, el a-tocoferol y p-caroteno
(precursores de las vitaminas E y A, respectivamente) junto con el &cido ascorbico
(vitamina C), son sustancias con gran potencial antioxidante. Por otra parte, se
encuentran moléculas ricas en grupos sulfhidrilos o tioles (-SH), los cuales estan
formados por un atomo de azufre unido a un a&tomo de hidrégeno, y estan presentes en
pequefias proteinas como las metalotioneinas y en péptidos como el GSH, las cuales son
moléculas con una gran capacidad antioxidante y desintoxicante (Halliwel y Whiteman,
2004; Salazar y cols., 2009).

El GSH es un tripéptido formado por el acido glutamico, la glicina y la cisteina. La
presencia de un grupo -SH en este Ultimo aminoéacido, le confiere a la molécula su
capacidad antioxidante y/o electrodonadora. En humanos y animales de experimentacion
este tripéptido se encuentra en todos los érganos y tejidos, especialmente en el higado,
donde se encuentran las mayores concentraciones, desempefiando numerosas e
importantes funciones metabolicas, una de ellas es la de proteger a la célula frente al
ataque oxidativo; ya sea por radicales libres, peréxidos u otros agentes nocivos
(Towsend vy cols., 2003 y Raftos y cols., 2010; Vulcano y cols., 2013). Durante la
detoxificacion de las ERO, el GSH estd involucrado en dos tipos de reacciones: la
primera incluye la interaccion no enzimatica con radicales como el Oy, el HO: y el
oxido nitrico, y actuando como agente reductor proporcionando un electrén para la
reduccion de perdxidos en la reaccion catalizada por la GPx, en esta reaccion el GSH se
oxida y forma al glutation disulfuro o glutatién oxidado (GSSG), el cual posteriormente
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es regenerado por la glutation reductasa (GR), esta enzima transfiere electrones del
NADPH (el cual es suministrado por la enzima glucosa-6- fosfatodeshidrogenasa) al
GSSG, reduciendo esta molécula. Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR
el GSH no es consumido sino reciclado y asi puede de nuevo ser utilizado cuando se
requiera (Vulcano y cols., 2013). En humanos se han evidenciado variaciones del GSH
en diversas enfermedades como diabetes, hiperlipidemias entre otras enfermedades

degenerativas (Fernandez y cols., 2014).

Las metalotioneinas (MT) son proteinas intracelulares de baja masa molecular (6-7
KDa) con alto contenido de —SH, provenientes del aminoécido cisteina, los cuales
constituyen del 30 al 35% de la molécula. Estas proteinas participan en mdltiples
funciones; tienen un papel central en la homeostasis celular de ciertos metales esenciales
(Zn y Cu), la detoxificacion de metales no esenciales (Cd, Hg y Ag), que se encuentran
en alta concentracidn, participacion en ciertos procesos inflamatorios y la inactivacion
de RL (Vasak y Meloni, 2011). En el cuerpo humano se han descrito hasta la fecha
cuatro isoformas de las MT (numeradas del I al IV). Latipo Iy Il se encuentran en casi
todos los tejidos del organismo aunque su presencia es importante en los Grganos
parenquimatosos como el higado, rifién, pancreas, intestinos, corazon y cerebro. La MT-
I11 se expresa en el cerebro principalmente y la MT-1V lo hace en el epitelio escamoso
estratificado de la lengua (Sato y Bremner 1993; Takahashi, 2012).

La variacion en los niveles de MT se usa como un indicador de exposicion a
xenobioticos, de situaciones ambientales adversas asi como de situaciones de estrées
fisiolégico. Por ello esta respuesta puede utilizarse tanto a nivel de la toxicologia
ambiental, laboral y clinica, sin embargo, deben tomarse en cuenta ciertos factores
fisioldgicos como la edad, el sexo, condicion reproductiva cuando se emplean como
biomarcadores (Carrasco, 2000; Scott, 2007). Existen muchos procesos fisioldgicos que
pueden modular la expresion de la MT, en humanos y animales de experimentacion,
como el desarrollo, la regeneracion celular, el embarazo, la edad y el género; son

inducidas también por factores de crecimiento, vitaminas, antibidticos, agentes



5

inflamatorios, condiciones de estrés, entre otros (Kowalska y cols., 2015). En procesos
patologicos como enfermedades degenerativas, lesiones tisulares y la presencia de
cancer pueden elevar la concentracion de MT en el organismo (Cherian y cols., 2003;

Penkowa y cols., 2009).

La comprension de la interrelacion entre agentes oxidantes y antioxidantes representa un
gran avance en el diagnostico de afecciones relacionadas con desordenes como la
diabetes, hipertension arterial, obesidad y cancer en el punto en el cual el proceso es
reversible. Un reto importante al cual se han enfrentado los investigadores en su intento
por determinar los niveles de oxidantes in vivo son las bajas concentraciones de las ERO
dentro de la célula y la naturaleza extremadamente trascendente de estas especies.
Existen técnicas para detectar estas moléculas como espectroscopia, resonancia
paramagnética y fluorescencia, las cuales son técnicas de alta complejidad. Debido a la
dificultad de las técnicas para determinar los niveles de oxidantes in vivo, investigadores
han tenido que basarse en medidas indirectas del estrés oxidativo, en particular del
estado redox que es considerado un pardmetro importante para determinar el ambiente
prooxidante en un sistema in vivo (Powis y cols.,1995; Schafer y Buettner, 2001). Hoy
en dia existe una variedad de biomarcadores empleados para evaluar el estrés oxidativo
en humanos, una de ellas y muy comin es la determinacion de la peroxidacion lipidica, a
través de la cuantificacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS),
también se mide la actividad de enzimas antioxidantes como la GPx, CAT, SOD y la GR
entre otras, y se cuantifican los niveles de moléculas antioxidantes como el GSH,

vitamina C, vitamina E, MT y minerales como el Zn y magnesio.

La literatura publicada hasta el momento sobre el estrés oxidativo en nifios y
adolescentes, esta basicamente dirigida a establecer la posible relacion con estados
patolégicos como diabetes, obesidad, hipertension, asma, entre otros; y muy pocos son
los estudios que han valorado su relacién con estados fisioldgicos en la nifiez, la
adolescencia y adultez. En Espafia, el trabajo de Pérez y cols. (2009) y Erden y cols.

(2002) describen los cambios producidos en las concentraciones de MDA, GSH y
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catalasa respectivamente en relacion con la edad en nifios aparentemente sanos. Estos
estudios identifican valores mas elevados de MDA en sujetos sanos de 10 a 13y de 14 a
18 afios comparados con los grupos de edades de 6 a9 y de 2 a 5 afios. En relacion con
los antioxidantes estos pueden variar 0 no de acuerdo a la edad. En Venezuela existe
escasa informacion sobre el estrés oxidativo en nifios y adolescentes sanos. La
investigacion de Souki y cols. (2007) evalian el MDA y el éxido nitrico como
biomarcadores del estrés oxidativo en nifios y adolescentes sanos en diferentes grupos de
edades. Asimismo Cano y cols. (2001) describen el comportamiento del GSH en una
poblacion aparentemente sana con un rango de edad 18 hasta 38 afios, para establecer
posibles relaciones con distintos procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Si bien el MDA, como producto de peroxidacion lipidica, la capacidad antioxidante del
GSH y las MT como desintoxicadoras y antioxidantes, estdn siendo utilizados cada vez
con mayor frecuencia como marcadores bioldgicos confiables del estrés oxidativo, existe
una informacion limitada en cuanto a los cambios que ocurren en estos parametros
relacionados a la edad y al género, por esta razén el propdsito del presente estudio, fue
valorar el dafio oxidativo a través de la determinacion de TBARS, ademés de describir el
comportamiento de la defensa antioxidante mediante la cuantificacion de GSH y de MT,
en un grupo de individuos aparentemente sanos en edades desde 4 hasta 14 afios a fin
conocer el comportamiento de estos parametros durante esta etapa de crecimiento en la

poblacién de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La poblacién a estudiar estuvo conformada por 76 individuos en edad escolar, femeninos
(n=40) y masculinos (n=36) con edades comprendidas entre 4 a 14 afios, los cuales
fueron separados en tres subgrupos de acuerdo a laedad, de4 a7, de 8al0ydella
14 afos, provenientes de la escuela “Elsa Josefina de Lunar” de la comunidad de

Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Criterios de seleccion

A cada uno de los participantes de esta investigacion, se le realizé una encuesta para la
obtencion de datos personales, clinicos y epidemiolégicos. A los individuos se les
evalué la condicion nutricional a traves de los pardmetros antropométricos,
hematoldgicos y bioquimicos. Se incluyeron en este estudio aquellos que resultaron estar
dentro de un estado nutricional normal (aparentemente sanos), y se excluyeron aquellos
individuos que manifestaron en la encuesta presentar enfermedades de tipo infecciosas,
diabetes, hipertension, hiperlipidemias y enfermedades renales. Una vez determinado
que eran individuos aparentemente sanos se procedié al estudio del estrés oxidativo a
través de biomarcadores como glutation reducido (GSH), Metalotioneinas (MT) y

sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS).

Normas de bioética

A los individuos que participaron en el presente estudio se les solicitd la declaracion de
consentimiento valido (Apendice 1), la cual especifica su aceptacion voluntaria para
formar parte de la investigacion, el estudio se realizd bajo estrictas normas de ética
médica, segun la declaracion de Helsinki en las cuales se destacan: el trabajo de
investigacion estara solo a cargo de personas con la debida preparacion cientifica y bajo
vigilancia de profesionales de la salud, se respeté el derecho a cada individuo
participante en la investigacion a resguardar su intimidad personal, se adoptaron las

precauciones necesarias para respetar su integridad fisica, mental y social (Asamblea de
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Edimburgo, 2000). Tomando en cuenta lo antes sefialado; se obtuvo por escrito la
autorizacion de cada uno de los representantes a los cuales, se les informé sobre los

alcances y objetivos de la investigacion.
Parametros antropométricos

Se determind el estado nutricional antropométrico de los nifios mediante los indicadores
peso/talla, talla/edad y peso/edad. Para medir el peso y la talla se siguieron los
procedimientos establecidos por Fundacredesa (Méndez y cols., 1998). Como referencia
se emplearon las distribuciones percentiles segun géneros elaborados por Proyectos
Venezuela y los criterios diagndésticos dictados por la OMS (WHO, 1995). Los puntos de

corte para los indicadores antropomeétricos fueron los siguientes:
Peso para la edad (P/E)

Exceso por encima del percentil 95; riesgo de exceso entre el percentil 95 al 75; normal
por debajo del percentil 75 hasta el 25; riesgo de déficit menor al percentil 25 hasta el 5;
y déficit por debajo del percentil 5.

Talla para la edad (T/E)

Muy altos por encima del percentil 95; altos del percentil 95 al 75; normal por debajo
del percentil 75 hasta el 25; riesgo leve; menor al percentil 25 hasta el 5; y retraso por
debajo del percentil 5.

Peso para la talla (P/T)

Obesidad por encima del percentil 95; sobrepeso entre el percentil 95 al 75; normal por
debajo del percentil 75 hasta el 25; riesgo de déficit menor al percentil 25 hasta el 5; y

déficit de peso por debajo del percentil 5.
Peso y talla

Para evaluar peso y talla se empleé una balanza marca Health-o-Meter, tomando en
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cuenta la metodologia establecida por el Programa Bioldgico Internacional que se
describe en el Manual de Antropometria de Fundacredesa (Lopez y Landaeta, 1995).
Ambas mediciones se realizaron por personal debidamente entrenado. Estas variables se
emplearon para la determinacion del indice de masa corporal (IMC) e indicadores de
diagnéstico nutricional (P/E, P/T y T/E).

indice de masa corporal

El indice de masa corporal (IMC), es una medida de asociacion entre la masa y la talla
de un individuo, donde la masa se expresa en kilogramos y estatura en metros
cuadrados, de acuerdo a la siguiente formula:

Peso

IMC= .
Estatura

Bajo peso menor del percentil 5, peso saludable desde el percentil 5 hasta el percentil 85,

sobrepeso desde percentil 85 hasta percentil 95 y obeso igual o mayor al percentil 95.

Si bien el IMC se calcula de la misma manera para los nifios y los adultos, los criterios
utilizados para interpretar el significado del nidmero del IMC de los nifios y de los
adolescentes son diferentes de los utilizados para los adultos. Para los nifios y
adolescentes se usan percentiles del IMC especificos con respecto a la edad y sexo por
dos razones: la cantidad de grasa corporal cambia con la edad y esta misma varia entre
las nifias y los nifios (Mei y cols., 2002).

Indicadores P/E, P/T, T/E e IMC

Tomando como patrones de referencia se utilizaron graficas de crecimiento y desarrollo
para el diagndstico antropométrico nutricional por combinacién de indicadores P/E, P/T
y T/E (anexos 3,4,5,6,7,8,9 y 10) segun la guia para la interpretacion SISVAN-INN
(1995), la cual permite leer la clasificacion de los nifios sobre la norma (sobrepeso),
dentro de la norma (normales o nutridos) y bajo la norma (desnutridos agudos y
cronicos, que a su vez se dividen en descompensados y compensados) (Henriquez y
cols., 1991; Lopez y cols., 1993; SISVAN-INN, 1995).



10

Recoleccion de la muestra sanguinea

Se obtuvieron muestras sanguineas (10 ml) mediante puncion venosa con jeringas
descartables, se colocaron 3 ml en tubos con anticoagulante; sal disédica del acido
etilendiaminotetracético (EDTA) para las determinaciones hematoldgicas (hemoglobina,
hematocrito, glébulos rojos, globulos blancos, plaquetas). La muestra restante se coloco
en tubos sin anticoagulante, seguidamente se centrifugaron a 3 500 r.p.m. por 15 min
para obtener los sueros correspondientes empleados para las determinaciones de
proteinas totales, glutation reducido, sustancias reactivas del acido tiobarbiturico y
metalotioneina. Las muestras de suero fueron congeladas (-20°C) hasta el momento en
que se realizaron las determinaciones (Ibarra, 2007).

Parametros hematol6gicos

La determinacién de hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto) y contaje eritrocitario,
leucocitario y plaquetario, se realiz6 de manera automatizada, utilizando el analizador
hematoldgico electronico marca Medonic, el cual fue debidamente ajustado mediante el
uso de calibradores y controles avalados por los mas estrictos sistemas de control de
calidad. El fundamento del equipo se basa en el recuento de impulsos eléctricos y
analisis del tamafio de las células, al fluir éstas a través de las aberturas del sistema de
multicanales del equipo. Las sefiales eléctricas son captadas por el sistema detector que
automaticamente, realiza los célculos. Finalmente, estos resultados fueron impresos

numéricamente (Bauer, 1986).

Valores de referencia:

De los 4 a 7 afios: Hb: 10,2 - 15,2 g/dl. Hto: 34,0 - 48,0%.
De los 8 a 14 afos: Hb: 12,0 - 15,0 g/dl. Hto: 35,0 - 49,0%.
Eritrocitos: 3,8 - 5,80 x 10% cel/mm®,

Leucocitos: 3,5 - 10,0 x 10% cel/mm?.
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Plaquetas: 150 - 400 x 10° cel/mm?®.
Parametros bioquimicos
Proteinas totales

Para la cuantificacion de proteinas se utiliz6 el método de Bradford que es un ensayo
colorimétrico, donde ocurre el acoplamiento del colorante azul de coomasie con la
proteina y se lee en un espectrofotometro. Para realizarlo se descongelaron las muestras
de suero y en un tubo de ensayo seco y estéril se agregé 0,50 ml de muestra con 0,50 ml
de agua destilada, y por Gltimo se afiadié 1,00 ml del reactivo de Bradford para ser leidas
a 595 nm en espectrofotometro, y graficando la absorbancia versus la concentracion de
proteinas, obteniendo una curva de calibracion de la proteina estandar. Con esta curva de
calibracion, se puede interpolar la concentracion de proteinas en una muestra al medir su

absorbancia a 595 nm (Zarate y cols., 2004).
Valores de referencia: 6,0 a 9,0 g/dl
Glutation reducido

Su determinacion fue llevada a cabo mediante la técnica para la cuantificacion de tioles
totales. Se procedio de la siguiente manera: se prepararon 2 soluciones, una solucion
precipitante: 1,67 g de acido metafosférico glacial (mezcla HPO3; y NaPOs3); 0,2 g de
EDTA y 30 g de NaCl en 100 ml de agua destilada y la segunda solucion, un reactivo
DTNB: 5,5 - dithiobis (2-&4cido nitrobenzoico) al 0,4% en buffer fosfato, pH 7,5
(Beutler y cols., 1963).

Para precipitar las proteinas en las muestras, se mezclaron 200 pl de suero en 900 pl de
agua destilada y 1,50 ml de la solucion precipitante, agitandolas por inversion y
dejandolas en reposo por un tiempo de 5 minutos. Posteriormente, se centrifugo la
muestra a 6 000 g por 10 minutos. Luego, se tom6 1,00 ml del sobrenadante y se
mezclé con 500 pl del reactivo DTNB. Se prepard un blanco del reactivo con 1,00 ml de

agua destilada y 500 pl del reactivo DTNB. La concentracion de GSH fue medida
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inmediatamente en un espectrofotdmetro a una absorbancia de 412 nm. La curva de
estandarizacion se realiz6 con glutation reducido (GSH) (Sigma) y los resultados fueron

expresados en mmol/I(Ellman, 1959).
Metalotioneinas

El contenido de MT se obtuvo midiendo la concentracion de los grupos sulfhidrilos
(-SH), por el método de Ellman. Se tomé 1,00 ml de suero y se homogeneizé en frio con
3,00 ml de buffer Tris-HCI 20 mmol/l pH 8,6; 0,50 mol/l de sacarosa, 0,50 mmol/l de
fenil-metil-sulféxido (PMSF) y 0,01% p-mercaptoetanol. EI homogeneizado se
centrifugd a 3 000 g por 20 minutos a 4°C, en una centrifuga refrigerada, a la fraccion
soluble resultante se le agregd 1,05 ml de etanol frio (-20°C) y 80 ul de cloroformo,
luego, se centrifugd a 6 000 g por 10 minutos a 4°C. La fraccion soluble colectada se
combind con 1 mg de &cido ribonucleico (ARN) y 40 pl de acido clorhidrico (HCI) al
37% y 3 volumenes de etanol frio al 87%, y se mantuvo a -20°C por una hora, luego, se
centrifugd a 6 000 g por 10 minutos. El sedimento se resuspendi6 en 150 pl de cloruro
de sodio (NaCl) 0,25 mol/l y 150 ul de una mezcla de HCI 1,00 mol/l y 4,00 mmol/I de
EDTA. Seguidamente, se le agregaron 4,20 ml de NaCl 2,00 mol/l que contiene 0,43
mmol/l de reactivo de Ellman (5,5'-ditiobis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB) buferizado
con sodio-fosfato 0,20 mol/l, pH 8,0.

La muestra, finalmente, se centrifugd a 3000 g por 5 minutos, se determind la
absorbancia del sobrenadante a 412 nm y la concentracion de MTs se estimo utilizando
una curva de calibracién para GSH; estableciendo la siguiente relacion equimolar
asumiendo que la tionina enlazadora de Zn del tejido a analizar tiene un contenido de
cisteina de 18 cisteina/mol de metalotioneina (Cys/mol MT) (Ellman, 1959; Viarengo y
cols., 1997).

1 pmol -SH= 1 pmol GSH= 0,055 pmol MT.
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Sustancias reactivas del acido tiobartarico

La deteccion de la peroxidacion lipidica se realiz6 empleando la técnica
fotocolorimétrica para la determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS). Se tomaron 250 pl de suero, y se coloco en un tubo de ensayo. Las muestras
y los tubos de la curva patron se incubaron en bafio de agua a 37°C con agitacion
constante durante 15 minutos. Seguidamente, los tubos fueron colocados en bafio de
hielo y se adicionaron 250 ul de solucion cromdgena contentiva de acido tricloroacético
al 12,50% vy é&cido clorhidrico 1,00 mmol/l para detener la reaccion, adicionalmente se
agregaron 500 pl de &cido tiobarbiturico (TBA) al 1%. Los tubos fueron colocados en un
bafio de agua a 90°C con agitacion constante por 10 minutos. Para acelerar la disolucion

del TBA y luego fueron enfriados nuevamente en bafio de hielo por 10 minutos.

Seguidamente, las muestras fueron centrifugadas a 1 500 g por 10 minutos a 4°C en una
centrifuga refrigerada, los sobrenadantes fueron transferidos a la celda de
espectrofotdmetro para medir la absorbancia de las muestras, a una longitud de onda de
532 nm, contra un blanco constituido por todos los reactivos, a excepcion de la muestra.
Las concentraciones de TBARS se calcularon mediante el uso de una curva patron de

MDA 20,00 mmol/I y los valores se expresaron en umol/l (Livingstone y cols., 1990).
Anélisis estadistico

Los resultados de los pardmetros estudiados fueron expresados como promedio (X) y
desviacién estandar (DE). Las diferencias probabilisticas entre los distintos grupos se
obtuvieron a través del analisis estadistico no paramétrico Kruskal Wallis (KW) y Mann
Whitney (W). Para el andlisis de correlacion de los parametros hematologicos y
bioquimicos se utilizo el programa Statgrafic. Se aceptd como estadisticamente

significativo un valor de p< 0,05 (Barén y Téllez, 2004).



RESULTADOS

En la tabla n® 1 se muestran los promedios de los percentiles del indice de masa corporal
(IMC), peso para la edad (P/E), peso para la talla (P/T) y talla para la edad (T/E), en la
cual se evidencia que existe un diferencia significativa en los indicadores de P/T y T/E
en el grupo de 11 a 14 con respecto a los grupos de 4 a 7 y de 8 a 10 afios.

Tabla n° 1. Promedio de percentiles de los pardmetros antropométricos por grupo de
edades de los individuos en edad escolar (4 - 14 afios) aparentemente sanos de la escuela
“Elsa Josefina de Lunar”, de la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado
Sucre.

Edad (afos) IMC (kg/cm?)  P/E (kg/afios) P/T (kg/cm) T/E (cm/afios)
4a’7 82,5+7,6 46,5+2,7 49,0£5,3 8,8+1,2
8al0 75,0+5,4 48,5125 49,5452 8,9+1,3
11a14 82,9+£7,8 45,1422 67,5£7,1* 9,8+1,5*

IMC= Indice de masa corporal, P/E=peso para la edad, P/T=peso para la talla y T/E= talla para
la edad *p< 0,05.

En las tablas n° 2 y 3, se muestran los resultados de los pardmetros hematolégicos como
la concentracion de hemoglobina, hematocrito, contaje de eritrocitos, leucocitos, y
plaquetas por género y grupos de edades. Se puede observar que los valores se
encuentran dentro del rango de referencia y que no hubo diferencias significativas entre

los grupos de acuerdo al género ni a la edad (p >0,05).

Tabla n° 2. Pardmetros hematol6gicos por género en los individuos en edad escolar (4 -
14 afios) que asistieron a la escuela “Elsa Josefina de Lunar”, comunidad de Guayacan,
Peninsula de Araya, estado Sucre.

Género  Hemoglobina Hematocrito Eritrocitos  Leucocitos Plaquetas
(g/dI) (%) (10%cel/mm®) (10°cel/mm®) (cel/mm?)

Femenino 12,35+0,65 34,05+1,85 3,36+0,19 551+152  318,06+115,43
Masculino 12,34+0,65 34,02+1,87 3,37+0,19 5,50+1,50 322,30+113,83

Tabla n° 3. Parametros hematoldgicos por grupos de edades en los individuos en edad
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escolar (4 - 14 afios) que asistieron a la escuela “Elsa Josefina de Lunar”, comunidad de
Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Edad Hemoglobina Hematocrito  Eritrocitos  Leucocitos Plaquetas
(g/dI) (%) (10%el/mm®  (10%cel/mm?) (cel/mm®)

4a7 11,43+0,58 34,30+1,74  3,38+0,17 5,713+1,54  320,60+114,10
8al0 12,38+0,58 34,16x1,76  3,37+0,17 5,90+1,52 324,72+114,91
11a14 12,29+0,54 33,87+1,63  3,34+0,15 5,12+0,98 270,03+£79,09

En las tablas n° 4 y 5 se muestran los resultados de las proteinas séricas totales, los
cuales se obtuvieron dentro del rango de referencia para el género y la edad. No se
encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas totales entre los

diferentes grupos analizados (Tabla n° 4 y 5) p>0,05.

Tabla n° 4. Proteinas séricas totales segun el género de los individuos en edad escolar
(4-14 afos), que asistieron a la escuela “Elsa Josefina de Lunar”, de la comunidad de
Guayacén, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Género Proteinas totales
(g/dl)

Femenino 8,84 +1,74

Masculino 8,87 £1,76

Tabla n° 5. Proteinas séricas totales seguin grupo de edades de los individuos en edad
escolar (4 - 14 afios), que asistieron a la escuela “Elsa Josefina de Lunar”, de la
comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Edad (Afos) Proteinas totales

(g/dl)
4a7 8,88 +1,72
8al0 8,90 + 1,60
11a14 8,60 + 1,54

Los parametros de estrés oxidativo de acuerdo al género, se pueden observar en la tabla
n® 6. Los promedios muestran que los niveles de glutation reducido (GSH),
metalotioneinas (MT) y sustancias reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS), no

presentaron diferencias significativas en cuanto al género (p>0,05).
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Tabla n°® 6. Niveles de glutation, metalotioneinas y sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico en suero con respecto al género, de individuos provenientes de la escuela
“Elsa Josefina de Lunar” de la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado
Sucre.

Suero
GSH (mmol/l) MT (umol/l) TBARS (umol/l)
Femenino 0,94+0,35 0,43+0,21 5,50+3,34
Masculino 0,92+0,34 0,48+0,20 5,10+£3,54

GSH= glutation, MT= metalotioneinas, TBARS= sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico, p <0,05.

Del mismo modo se hallé que los valores de GSH (Figura 1) y MT en suero (Figura 2)
no presentaron diferencias significativas entre los grupos etarios de 4 hasta 14 afios. Sin
embargo, los niveles de TBARS presentaron diferencias significativas en relacion a la
edad, encontrandose valores mas altos en el grupo de 11 a 14 afios (6,67+£2,73 umol/l)

con respecto al grupo de 4 a 7 afios (4,25+2,22 umol/l)(Figura 3) (p<0,05; Kw= 6,539).

G5H mmal/fL
[
-
1l
1
H

4-7 g-10 11-14

Figura 1. Niveles de glutation reducido en suero con respecto a la edad, de individuos
provenientes de la escuela “Elsa Josefina de Lunar” de la comunidad de Guayacan,
Peninsula de Araya, estado Sucre.
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Figura n° 2. Niveles de metalotioneinas en suero con respecto a la edad, de individuos
provenientes de la escuela “Elsa Josefina de Lunar” de la comunidad de Guayacan,
Peninsula de Araya, estado Sucre.
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Figura n°® 3. Niveles de sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico en suero con
respecto a la edad, de individuos provenientes de la escuela “Elsa Josefina de Lunar” de
la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre. Muestran diferencias
para un p<0,05.

En la Tabla n® 7, se muestra un analisis de correlacion entre los parametros
hematoldgicos y bioguimicos, donde se muestra una relacion positiva y significativa de
la hemoglobina con respecto al hematocrito y a los globulos rojos, pero no se observa
ninguna relacién de los parametros hematoldgicos con respecto a los parametros de
GSH, MT y TBARS.
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Tabla n° 7. Correlacion entre los parametros hematoldgicos y bioguimicos de individuos
en edad escolar de la escuela “Elsa Josefina de Lunar”, de la comunidad de Guayacén,
Peninsula de Araya, edo. Sucre.

Hb Hito GR GB  Plt Prot GSH MT  TBARS

Hb 1,00 098  -005 -006 008 009 004 001
(100,00) (96,40)  (0,34) (0,33) (0,73) (0,88) (0,02) (1,34)

Hto. 098  -006 -0,06 008 009 004 001
(96,40)  (0,34) (0,33) (0,73) (0,90) (0,02) (1,34)

GR 0,04 -007 010 009 006 0,13
(0,14) (0,55) (1,000 (0,81) (0,32) (1,80)

GB 009 -006 -002 019  -0,07
(0,80) (0,40) (0,04) (3,73) (0,48)

PIt. 001 -003 015 -0,03
) (0,09 (2,33) (0,11)

Prot. 012 003 -0,03
(1,60) (0,07) (0,10)

GSH -0 0,04
0 (022

MT 0,10
(1,01)

TBARS

Hb= Hemoglobina, Hto= Hematocrito, GR= Gldbulos rojos, GB= Gl6bulos Blancos, Plt= Plaquetas, Prot=
Proteinas, GSH= Glutation reducido, MT= Metalotioneinas, TBARS= Sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico, p< 0,05.

En la tabla n° 8, se muestra la comparacion de las concentraciones promedios de los
biomarcadores de estrés oxidativo, GSH, MT y TBARS obtenidas en este trabajo de

investigacion, con respecto a otros trabajos.



Tabla 8. Tabla comparativa entre los valores determinados en este estudio para los biomarcadores del estrés oxidativo y estudios

anteriores.
Edad
Poblacion (afios) Condicion Tejido GSH MT TBARS Referencia
Rango Total Rango Total Rango Total
Guayacan- 4al4d Sanos Suero 0,02-2,20 0,94+0,36 0,20-0,67 0,45+0,20 1,08-11,43 5,3+3/4 E .
ste estudio
Venezuela mmol/l mmol/I pmol/l pmol/l pmol/l pmol/l
Villa Clara- Sanos 0,05+0,02 1,16+0,5 Ferndndez y
Cuba 5al4 Suero mmol/| pmol/l cols., 2014
Obesidad 0,04+0,02 1,540,1
mérbida pmol/I pmol/I
Valencia- 41a43 Sanos Sangre 24,7+4.4 0,1+0,01 De Tursiy
Venezuela completa nmol/mg prot. nmol/mg prot. cols.,2013
42 a44  Obesidad 16,5+1,7 2,02+0,2
morbida nmol/mg prot. nmol/mg prot.
Gainesville- Sanos 40+6 Grider y cols.,
Florida 25a32 Eritrocitos Hg/g prot. 1990
Suplemen- 273485
tados con Zn Ha/g prot.
\'\;':r'::‘z:ﬁ:ablg 13a19  Sanos 229,2+8,8 1,2¢0,1mmol/i  Canoy cols.,
Suero mg/ml 2001
20238 226,0+5,4 1,3+0,3mmol/l
mg/ml
Habana- Sanos 14,2 £9,7 0,5£0,2umol/l. Riverdn y cols.,
Cuba 5a12 Plasma pmol/I 2014
Ataxia 11,0+9,2 0,9+0,5umol/I.
pmol/I
Sanos 27,0+2,2 0,5+0,2 pmol/l. Martinez y
Cuba RN a5 Suero pmol/I cols.,2010
Sindrome 59,0+3,1 0,620,3umol/l
de Down pmol/l

GSH= glutation, MT= metalotioneinas, TBARS= sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico, F= femenino, M= masculino, Total (Media +Desviacion estandar),RN=

recién nacidos
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DISCUSION

El principal hallazgo de este estudio fue que el grupo de individuos de 11 a 14 acontece
con aumento en las concentraciones de TBARS con respecto al grupo de 4 a 7 afios
indicativo de lipoperoxidacion y por consiguiente estrés oxidativo, sin cambios en los

antioxidantes estudiados.

Los parametros antropomeétricos estudiados en esta investigacion dieron como resultado
que los individuos estan dentro de los valores de referencia caracteristicos de un estado
nutricional normal segln las distribuciones percentiles, elaborados por los criterios
diagnésticos dictados por la OMS, donde establecen como valores normales de IMC (p 5
- p 85), peso/talla (p 25 - p 75), talla/edad (p 25 - p 75) y peso/edad (p 25 - p 75) (WHO,
1995).

Los parametros hematoldgicos también se encontraron dentro de los valores de
referencia en los diferentes grupos estudiados. Segin Bauer (1986), los valores de
referencia para los nifios en los distintos grupos etarios para hemoglobina (Hb) vy
hematocrito (Hto) en edades comprendidas entre 4 - 7 afios son de 10,2 - 15,2 g/dl y de
34,0 - 48,0%, respectivamente y entre 8 - 14 afios es de 12,0 - 15,0 g/dl y de 35,0 -
49,0% de Hb y Hto, respectivamente, y de los glébulos rojos de 3,8 - 5,80 x 10°
cel/mm?®. Los resultados obtenidos de estos parametros en la poblacién en estudio
permitieron descartar la presencia de anemias, la cual es caracterizada por la deficiencia
de hemoglobina o de gldbulos rojos en el organismo, siendo una de las principales
causas de ello la falta de hierro en el mismo (James, 2010).

La Hb es una proteina globular presente en todos los hematies, que fija el oxigeno a los
pulmones y lo transportan por la sangre hasta llegar a los tejidos (Pefiuela, 2005). Esta
proteina contiene un grupo hemo, el cual presenta una molécula de hierro ferroso y un
anillo tetrapirrolico llamado protoporfirina 1X (Schultz, 1993). Esta proteina contiene
mas del 65% del hierro del organismo (Nicklas y cols., 1998), el cual es un metal
considerado como esencial para un balance nutricional adecuado y se obtiene de
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alimentos, tales como: carne de res, pollo, pavo, pescado y otros productos marinos.
Segun la encuesta realizada en este estudio, la alimentacion de estos individuos es rica
en pescados de distintas especies, mariscos, entre otros, los cuales consumen varias
veces por semana (Apéndice 6). Moreno (2014), realiz6 una encuesta para conocer la
dieta de esta poblacion y determind concentraciones de hierro (Fe) y otros metales
esenciales como zinc (Zn) y cobre (Cu), los cuales se encontraron dentro de los rangos
establecidos por la Conferencia Americana de Industrias Higiénicas (0,63+0,19;
0,97+0,44 y 1,25+0,38 mg/dl respectivamente) y al compararlos con la ingesta diaria de

los productos del mar concluy6 que estos nifios presentan una nutricion adecuada.

Las plaquetas son los elementos formes méas pequefios de la sangre y en este estudio sus
valores se encontraron dentro de los limites de referencia (150 - 400 x 10° cel/mm?®)
segun Bauer (1986), lo que permite descartar patologias asociadas a la variacion en sus
niveles, tales como infecciones virales, en las cuales suele aparecer una disminucion
plaquetaria o trombocitopenia. Las mas frecuentes que se asocian con trombocitopenia
son: sarampion, dengue, varicela, mononucleosis, parotiditis y rubéola (Gonzélez y
Notario, 1999; Borge, 2011).

Los gldébulos blancos o leucocitos, los valores se encontraron dentro del rango de
referencia (3,5 — 10,0 x10% cel/mm?®) establecido por Bauer (1986), permitiendo
descartar procesos infecciosos. Estas células participan de forma muy activa en la
defensa del organismo contra agentes infecciosos (antigenos) o sustancias extrafias
(Pérez, 2015). Cuando se presenta un proceso infeccioso de tipo bacteriano las
principales fuentes de radicales libres (RL) son: el sistema monocito/macrofago, los
leucocitos polimorfonucleares (PMN) y las células del endotelio vascular, todos estos
sistemas de ataque van a ser dirigidos al foco infeccioso por una serie de sustancias
guimicas secretadas, finalmente los PMN produciran cantidades excesivas del radical
superdxido y justamente en esto se basa su accién bactericida, el resultado final es la
aparicion de dafio oxidativo evidenciado por el aumento en los niveles de
malondialdehido (MDA) y en las enzimas antioxidantes (Larrondo y Ledn, 2000;

Gutiérrez y Cruz, 2009). Se ha demostrado que las infecciones bacterianas, virales y/o
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parasitarias elevan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y provocan
estrés oxidativo, esto forma parte de los mecanismos generales de respuesta inflamatoria

del organismo ante cualquier tipo de infeccion (Gutiérrez y Cruz, 2009).

Otro parametro importante para evaluar estados nutricionales son las proteinas séricas
totales, las cuales son necesarias para descartar estados de desnutricion, enfermedades
hepéticas, insuficiencia renal, entre otros (Salve y cols., 2001). En este estudio se
encontraron dentro de los valores de referencia establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (6,0 - 9,0 g/dl) (Zarate y cols., 2004) y no se hallaron
diferencias significativas segun géneros y grupos etarios estudiados, lo cual permitio

confirmar que los individuos se encontraban dentro de un estado nutricional normal.

La fuente de proteinas en la dieta proviene de alimentos de origen vegetal como de
origen animal, entre estos Ultimos destacan, la carne de res, pollo, pavo, cerdo, pescado,
mariscos de concha como el mejillon, ostras y almejas, entre otros (Bayo, 2013). En la
poblacion de Guayacéan y zonas cercanas, se sefiala un consumo regular de pescado y
otros productos marinos (Vivenes y cols., 2000; Moreno, 2014), importante fuente de
proteina animal, lo cual puede estar relacionado con los valores normales de proteinas

totales.

En relacion a los marcadores de estrés oxidativo, los niveles de glutation reducido
(GSH) y metalotioneina (MT) no presentaron variaciones en cuanto al género, ni a la
edad en los grupos estudiados. Con respecto al género, esto puede deberse a que forman
parte de las defensas antioxidantes de los individuos sin distinguir entre géneros en el

rango de edades estudiados.

Algunos autores han demostrado que el GSH, no se ve modificado por el género, pero si
se ve afectado por algunos habitos de vida como el ejercicio fisico intenso, fumar,
alcoholismo, ademas de enfermedades como diabetes, exposicidn a contaminantes como
metales pesados, entre otros (Michelet y cols., 1995; Sarrasague y cols., 2006). Erden y
cols. (2002), estudiaron los cambios en el sistema redox del GSH plasmatico

relacionandolo con el género y la edad, en cinco grupos de individuos que van desde 2
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meses hasta 69 afos, y evidenciaron que el sistema de enzimas antioxidantes y GSH en
plasma no se alteran en cuanto al sexo, al igual que en este estudio, pero si conforme
avanza la edad. En los individuos de 2 meses a 40 afios no encontraron variacion,
mientras que en el grupo de 41 a 69 afios mostraron un aumento de la enzima glutation
peroxidasa (GPx), y disminucion de la glutation reductasa (GR), con descenso del GSH
y elevacion del glutation oxidado (GSSG), encontrdndose este Gltimo con los valores
mas altos después de la séptima década de la vida. Los autores concluyen diciendo que
el estrés oxidativo se incrementa a medida que avanza la edad debido al dafio acumulado
en las células y tejidos por las ERO, por lo que juegan un rol importante en el proceso de

envejecimiento.

En este trabajo no se evidencio variacion de los niveles de GSH en cuanto a la edad,
posiblemente por estar trabajando con un grupo de individuos en edad escolar (4 - 14
afios), donde su sistema antioxidante responde de manera eficiente ante la exposicién a
diferentes inductores de ERO. Asimismo, otros estudios han obtenido resultados
similares en humanos en el rango de edades desde 4 a 14 afios y hasta los 38 afios, sin
cambios significativos en los niveles de GSH en diferentes tejidos como saliva y plasma.
Igualmente otros antioxidantes no han mostrado cambios como es el caso de la vitamina
Cy laactividad de la catalasa plasmatica (Cano y cols., 2001; Pérez y cols., 2009). Los
autores proponen que se deba al hecho de que en estas edades el sistema antioxidante
actla eficientemente en la neutralizacion de las agresiones oxidativas (Casado y cols.,
2003; Fernandez y cols., 2014).

Las concentraciones de MT, y de GSH no presentaron variaciones en cuanto al género
ni a la edad. Diversos estudios han detectado aumentos en los niveles de MT
impulsados por una gran variedad de estimulos; principalmente por metales como Zn,
Cu y Cd, citoquinas y radicales libres, ademas pueden ser modulados por factores
fisioldgicos como el embarazo, la edad y el género. En relacion al género, en humanos y
animales de experimentacion se ha evidenciado que las hormonas femeninas como el
estradiol y progesterona inducen la expresion de MT (Blazka y Shaikh, 1991; Miles y
cols., 2000; Debacker y cols., 2001). Kowalska y cols. (2015), demostraron en plasma
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de individuos adultos que las mujeres presentaron valores més altos en comparacion a
los hombres, ademé&s detectaron los niveles de MT maés elevados en el grupo de las
embarazadas. Los autores lo atribuyen al hecho de que la hormona estradiol y
progesterona inducen la sintesis de MT. En otros estudios empleando ratas adultas, las
hembras presentaron en tejidos como higado y rifidn, valores de MT maés elevados que
los machos. Luego de una extirpacion de ovarios estas proteinas descienden, seguido
por un aumento posterior a la administracion de estradiol y/o progesterona (Bremner y
cols., 1981; Blazka y Shaikh, 1991).

Los resultados de este estudio difieren de los mostrados por los autores mencionados
anteriormente, posiblemente debido a que el rango de edades estudiadas es diferente, las
condiciones bioquimicas endocrinas de un adulto es diferente a la de los individuos de 4
a 10 afios (nifios) y a los de 11 a 14 afios (puberales). Desde los 4 a 10 afios la secrecién
de las hormonas por las glandulas sexuales esta inhibida, y es a partir de los 11 afios
cuando se inicia la pubertad; etapa en la cual se suceden cambios endocrinos que activa
la secrecién de hormonas sexuales, los cuales conllevan a la aparicion gradual de las
caracteristicas sexuales secundarias (Mufioz, 2011; Hidalgo y cols., 2012). Por lo tanto,
posiblemente los valores hormonales en los distintos grupos de este estudio no generan
diferencia en la induccion de los niveles de MT. A partir de los 16 a 18 afios
aproximadamente es cuando se alcanza la madurez sexual y la estabilidad de las
hormonas sexuales, por lo que seria interesante en otros estudios evaluar los niveles de

MT después de los 20 afios.

En cuanto a la edad, a diferencia de este estudio, otros autores han encontrado, en
diferentes especies y tejidos, incrementos de las concentraciones de MT con relacion a la
edad, y este aumento se ha correlacionado linealmente con incrementos en los niveles de
metales como el Zn, Cu y Cd (Chung y cols., 1986; Drasch y cols., 1988; Debacker y
cols., 2001). En el estudio realizado por Chung y cols. (1986), evidenciaron en higado y
corteza renal de individuos de 8 a 94 afios un aumento lineal en la concentracion de Zn,
Cd y MT con las edades, con un valor maximo en edades intermedias los 40 y 60 afios,

para posteriormente disminuir su concentracion. Igualmente, en otro trabajo elaborado
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por Yoshida y cols. (1998) en higado, corteza renal y médula obtenidos de autopsias
forenses de individuos de 0 hasta 95 afios de edad, detectaron los niveles de MT mas
bajo en la infancia y los mas altos entre los 40 y 60 afos para luego descender como
también lo declara Torra y cols. (1994). EI mismo patrén fue evidenciado con los
metales Cd y Zn, y los autores sugieren que los cambios en los niveles de MT son
dependientes de la edad y que estan asociados con la acumulacion de metales en el

tejido.

En este trabajo es posible que una de las razones por las que no se generan cambios en
los niveles de MT, sea porque la acumulacion de metales en los tejidos, uno de los
principales inductores de MT, es similar en las diferentes edades estudiadas (4 - 14
afios). Estudios previos a la presente investigacion han evaluado los niveles de metales
esenciales y no esenciales en diferentes tejidos de individuos con el mismo rango de
edad (4 a 14 afios) en la poblacién de Guayacéan, y han manifestado que los niveles de
los metales permanecen similares en las edades estudiadas (Moreno, 2014). En este
mismo orden de ideas, Gomez (2012) determind la presencia de mercurio (Hg), en
cabello y ufas de nifios en edad escolar (4 a 13 afios), y no encontrd diferencias
significativas entre edades ni sexos y concluy6 que a pesar de ser Guayacan un pueblo
consumidor de productos del mar, no se observd ningln tipo de intoxicacion en estos
nifios. Moreno (2014), también determiné la presencia de metales pesados como Cd,
plomo (Pb), niquel (Ni) y cromo (Cr) en nifios de 3 a 12 afios de la misma comunidad, e
igualmente no hubo diferencias significativas entre edades y sexos, y las
concentraciones de metales pesados se encontraban dentro del rango establecido por la
OMS y por el Center Diseases Control de los Estados Unidos (CDC).

Las personas encuestadas de la comunidad de Guayacan manifestaron alimentarse
principalmente de pescados y otros productos marinos, conocidos como la fuente de
contaminacion por metales mas extendida dentro de la poblacion humana (Laurent,
2009; Cortesia, 2012), sin embargo, los individuos de 4 a 14 afios presentan valores
dentro de los limites de tolerancia segin distintas organizaciones internacionales

(Moreno, 2014). No obstante, el consumo diario de estos alimentos puede representar
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un riesgo para la salud ya que estos metales pueden acumularse con los afios, alcanzando
valores de toxicidad que finalmente puedan causar dafios en el organismo (Huguet y
cols., 2007). De hecho, Bello (2015), determind la concentracion de Hg en sangre en
adultos (21 a 70 afios) de la comunidad de pescadores en la poblacion de Guayacan,
detectando que un total de 58,14% de mujeres y un 75% de los hombres presentaron
valores por encima del limite de riesgo (5upg/l).

Los resultados obtenido por Bello (2015), representa un riesgo para la salud debido al
caracter neurotoxico del Hg (en su forma de metil-Hg), el cual es capaz de ocasionar
dafos graves y en ocasiones irreversibles en los organismos, en los adultos se ha
asociado a alteraciones neurolégicas, adicionalmente muestran desordenes clinicos como
pérdida de la memoria, disminucion en el aprendizaje, sordera, temblores, cambios en la
vision, dafio al ADN, dafio en el esperma, entre otros (Agreda y cols., 2008; Trasobares,
2010). Bello (2015), sugiere que posiblemente el consumo de productos marinos pueda
ser la fuente directa de los niveles mercuriales observados en su investigacion, por lo
que seria interesante determinar la concentracion de MT en individuos en edad adulta (a

partir de los 20 afios) de la misma poblacion de Guayacan.

En cuanto a los productos de peroxidacion lipidica, los niveles de TBARS no
presentaron diferencias significativas con relacion al género. De igual manera los
resultados obtenidos por Cano y cols. (2001), y por Carranza y cols. (2001), no
mostraron diferencias significativas en cuanto al género a pesar de estar trabajando con
individuos sanos de 5 a 38 afios y de 50 a 60 afios, respectivamente. Por el contrario
Souki y cols. (2007), evaluaron los niveles de MDA en varones y hembras desde los 4 a
18 afios y detectaron concentraciones mas altas en varones en las edades de 14 a 18 afios
con respecto a las hembras, y proponen que estos resultados se deban a los cambios
hormonales que tienen que ver con la etapa de la pubertad, con incremento de los niveles

de estradiol en las nifas.

La estructura quimica de los estrogenos, fundamentalmente del 17pB-estradiol permite

atribuirle un papel antioxidante a esta molécula debido a que el anillo A del estradiol
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presenta un grupo hidroxilo y también dobles enlaces conjugados. Esta peculiaridad
inmediatamente sugiere la posibilidad de una accion antioxidante (Ruiz y cols., 1997;
Requintina y Oxenkrug, 2005). En este estudio, posiblemente no se detectd diferencia
entre géneros por el rango de edades estudiadas, los de 4 a 10 afios estan en la nifiez y
los de 11 a 14 afos estan en la pubertad, etapa en la cual inicia los cambios endocrinos
(Mufoz, 2011).

Al comparar los niveles de TBARS con la edad, se observo un incremento en el grupo
de edades de 11 a 14 con respecto al de 4 a 7 afios, esto posiblemente esté relacionado
con los cambios bioquimicos y hormonales que ocurren normalmente en el paso de la
nifiez a la pubertad. Resultados similares fueron obtenidos por Pérez y cols. (2009) y
Souki y cols. (2007). Estos autores sugieren que el aumento de la peroxidaciéon de
lipidos en la pubertad (11-14 afios), esta relacionado con un elevado estrés oxidativo en
esa etapa del desarrollo, como consecuencia del inicio de los cambios hormonales
(aumento de las hormonas sexuales y de crecimiento), los cuales generan una elevacion
en las actividades metabdlicas, rapido crecimiento 6seo, muscular y aparicion de

caracteres sexuales secundarios.

Estos cambios bioquimicos y fisiol6gicos propios de la pubertad se han asociado con
estrés oxidativo por incremento en la generacion de ERO sin cambios en defensa
antioxidante como GSH vy catalasa en humanos (Pérez y cols., 2009) y en animales de
experimentacion (Li y cols., 2007). Liy cols. (2007), evidenciaron en ratones puberes
un elevado estrés oxidativo asociado con una elevacion en la expresion de genes
relacionados con el crecimiento, enzimas metabolicas y proliferacion, metabolismo y
transporte celular, los cuales generan un gasto energético y aumento en la produccion de
ERO.

En este estudio igualmente se evidencié aumento en los productos de peroxidacion
lipidica en el grupo de 11 a 14 afios, sin modificaciones en los antioxidantes estudiados,
lo que conlleva a una situacion de estrés oxidativo por un aumento en la generacion de

ERO. Ademas, el incremento en las concentraciones de los productos de
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lipoperoxidacion es un fendmeno bioquimico caracteristico del avance de la edad que
manifiesta la acumulacion acontecida en el devenir del tiempo en las macromoléculas
(Kregel y Zhang, 2006).

En el presente estudio se pretendi6 establecer los valores de referencia de los marcadores
de estrés oxidativo, ya que cualquier resultado de laboratorio carece de interés por si
mismo si no es posible su comparacion con valores de referencia. El valor de referencia
en general es un rango considerado como normal para un estudio dado, y se establece
después de conocer la distribucion de las cifras en poblaciones de referencia. Sin
embargo, aunque el estrés oxidativo es un tema que se ha tratado por afios, los valores de
referencia de los diversos biomarcadores aln se desconocen, pero se sabe qué aspectos
tales como la edad, género, estado nutricional, estado de salud, pueden afectar a estos

biomarcadores (Escriva, 2015).

Lamentablemente en la investigacion se observo una alta variabilidad en la distribucion
de los resultados en los parametros estudiados, a pesar de que los individuos fueron
seleccionados tomando en cuenta los criterios de seleccion, que permite la participacion
de individuos que formen grupos homogéneos, es decir, en los que la variabilidad
bioldgica interindividual sea lo menor posible. Para establecer los limites de referencia
de valores que no tienen una distribucién homogénea, (no cumplen con la ley de
Laplace-Gauss), se debe tener un numero muestral (N) minimo de 120 valores. En este
estudio el N fue de 76 datos, por lo que los resultados obtenidos en este estudio fueron
comparados con estudios anteriores de acuerdo al rango y promedios de los valores
obtenidos (Fuentes, 2011).

Es importante recalcar, que cuando se comparan valores de un mismo analito en
distintas poblaciones, las cuales difieren en edades, sexos, habitos alimenticios, entre
otros, sus valores también seran distintos entre ellas, es alli donde surge la necesidad de
establecer valores umbrales para los diferentes grupos de edades, sexos, alimentacion,
entre otros, de una misma poblacion (Fuentes y cols, 1997). Ademas, en la actualidad

también se cuenta con diversas técnicas, para determinacion de los componentes del
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estrés oxidativo, como equipos o Kits comerciales, técnicas cromatograficas, entre otras,
las cuales necesitan distintos tipos de muestras para su ejecucion, por lo que los
resultados obtenidos también se veran influenciado por estos factores (Cruz y cols.,
2003).

Ferndndez y cols. (2014) trabajaron con individuos en edades comprendidas entre 5 y
14 afos de edad, y obtuvieron concentraciones promedios de GSH en suero de 0,05
0,02 mmol/l y de MDA 1,16 £ 0,47 umol/l, en un grupo aparentemente sano proveniente
de la provincia de Villa Clara- Cuba. Tomando en consideracion lo antes expuesto, los
valores de GSH son similares al rango obtenido en este estudio (0,02-2,20 mmol/l)
puesto a que los autores utilizaron la misma técnica. Sin embargo, los resultados de
lipoperoxidacion son significativamente mas bajos que los obtenidos en este estudio
(1,08-11,43 umol/l), y difieren ya que los autores determinan solo MDA, y los

resultados son significativamente méas bajos que si se determinara TBARS.

De Tursi y cols. (2013) encontraron concentraciones de GSH y TBARS en sangre
completa de 24,7 £ 4,4 nmol/mg de proteinas y 0,1 £ 0,06 nmol/mg de proteinas,
respectivamente en un grupo de personas de 41 a 43 afios aparentemente sanas. Los
resultados no son comparables con los obtenidos en este estudio, ya que los autores

hacen las determinaciones en sangre completa.

Cano y cols. (2001) estudiaron el estrés oxidativo en individuos sanos de la ciudad de
Maracaibo y obtuvieron concentraciones promedios de GSH y TBARS en muestras de
suero en el grupo de individuos de 13 a 19 afios de 229,2+8,8 mg/ml y 1,2 = 0,1 mmol/I,
respectivamente, y en el grupo de 20 a 34 afios los valores de GSH y TBARS fueron de
226,0£5,4 mg/ml y 1,3+t0,3 mmol/l, respectivamente. Los autores realizan la
determinacion de GSH mediante el kit colorimétrico del GSH-400 Assay de Oxis
International y la lipoperoxidacién fue determinada a través de la técnica de TBA
modificado para detectar el aducto MDA-TBA.

Por otra parte Riveron y cols. (2014) obtuvieron concentraciones de GSH plasmatico en
nifios de 5 a 12 afos de 14,2 £ 9,7 umol/l, y MDA de 0,54 £ 0,23 pumol/l, estos
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resultados fueron significativamente méas bajos que los obtenidos en este trabajo. La
determinacion de la concentracion de tioles libres referidos como GSH se realizd
mediante la misma técnica utilizada en este estudio y la concentracion de MDA fue
determinada a partir del método descrito en el ensayo BIOXYTECH® LPO-586™
(OXIS Research, Portland, USA).

En otro estudio, Martinez y cols. (2010) encontraron niveles de GSH plasmaético en
nifios desde el nacimiento (recién nacidos) hasta 5 afios de 27,0 £ 2,2 umol/l y de MDA
de 0,51 + 0,23 umol/l. Los valores de GSH poseen similitud con los obtenidos en este
estudio, debido a que coinciden en la misma metodologia no siendo asi con los niveles
de MDA que son significativamente mas bajos que los obtenidos en esta investigacion.
La concentracion plasméatica de MDA se determind a partir del método descrito en el
estuche reactivo BIOXYTECH® LPO-586™ (OXIS Research, Portland, USA).

Grider y cols. (1990) determinaron la concentracion de MT en lisado de eritrocitos de
personas con edades comprendidas entre 25 a 32 afios, y evaluaron la respuesta de las
MT a la suplementacion de Zn, donde se obtuvo un aumento de 40 £ 6 pug de MTs por g
de proteina en condiciones basales a 273 + 85 g de MT por g de proteina por 7 dias de
suplementacion con 50 mg de Zn. La determinacion se realizd6 mediante la técnica de
ELISA.

El principal hallazgo obtenido en este estudio es el incremento en las concentraciones de
uno de los biomarcadores del estrés oxidativo como lo es la peroxidacion lipidica en el
grupo de individuos de 11 a 14 afios, dicho incremento puede deberse en parte a los
cambios bioldgicos y fisiologicos acontecidos durante la etapa de pubertad. Estos
resultados revelan que existe un aumento en la produccion de ERO, probablemente
secundario a un aumento en el metabolismo celular, sin encontrarse variacion
significativa en la concentracion de los antioxidantes estudiados. En este punto la
determinacion de estos biomarcadores permitié evaluar el grado de oxidacion y la
defensa antioxidante de estos individuos aparentemente sanos, e indicaron la presencia

de un desequilibrio en su sistema redox en el grupo de 11 a 14 afos.
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Es importante destacar que en la actualidad, existen muchas investigaciones destinadas a
establecer el nexo del estrés oxidativo con diversos estados patolégicos. Sin embargo,
pocos trabajos han sido orientados a estudiar la presencia de estrés oxidativo en
individuos sanos en edad pediatrica. La informacidn obtenida en este estudio podra ser
utilizada con fines predictivos de ciertas patologias y para la indicacion de terapias
antioxidantes, las cuales deberéan estar adaptadas a las necesidades de los individuos en
los distintos grupos de edades pediatricas, ya que son los nifios una poblacion expuesta a
todos esos factores ambientales generadores de radicales libres y por ende de estrés
oxidativo, desde virus y bacterias, rayos solares, ciertos medicamentos, elementos
toxicos presenten en el ambiente, todos contribuyen de manera importante a la aparicion
de este proceso, ademas de colaborar en la produccion de enfermedades degenerativas y

finalmente cancer.



CONCLUSIONES

De acuerdo con las mediciones antropomeétricas, hematologicas, y bioquimicas los

individuos en edad escolar de la comunidad de Guayacan son aparentemente sanos.

La defensa antioxidante medida a través de la cuantificacion de glutation vy

metalotioneinas no presentaron variacion en cuanto a edades ni a géneros.

La peroxidacion lipidica medida a traves de las sustancias reactivas al 4acido
tiobarbitdrico (TBARS), en los individuos en edad escolar de la comunidad de

Guayacan, no se modificaron con el género.

Los individuos de 11 a 14 afios presentaron niveles mas elevados de peroxidacion
lipidica en comparacion al grupo de 4 a 7 afios sin cambios en sus defensas

antioxidantes, lo que puede generar mayor estrés oxidativo en este grupo de individuos.



RECOMENDACIONES

Emplear este tipo de determinaciones en los laboratorios de andlisis bioquimicos y de

esta manera contribuir al diagnostico y prevencion de enfermedades metabolicas.

Se sugiere realizar otros estudios en la comunidad de Guayacan, en humanos con edades
comprendidas entre 20, 40 y 60 afios de edad, donde se evalle de manera objetiva la
correlacion de las metalotioneinas con la exposicion a metales pesados, ya que estos
tienden a bioacumularse en los érganos blandos y manifestar signos de intoxicacion en

la edad adulta.
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1. CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la supervision académica de la Dra. Mairin Lemus, se esta realizando el proyecto
de investigacion intitulado: “EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN SUERO
DE INDIVIDUOS DE 4 A 14 ANOS DE LA COMUNIDAD DE GUAYACAN,
PENINSULA DE ARAYA, ESTADO SUCRE”.

Yo:
C.l: Nacionalidad:
Estado Civil: Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma,
duracion, propésito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio médico declaro

mediante la presente:

1. Haber sido informado(a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigacion de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el proyecto de
investigacién intitulado: “EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN SUERO
DE INDIVIDUOS DE 4 A 14 ANOS DE LA COMUNIDAD DE GUAYACAN,
PENINSULA DE ARAYA, ESTADO SUCRE”

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo antes sefialado es: Evaluar algunos
parametros de estrés oxidativo en glébulos rojos y suero en nifios en edad escolar (4 a
14 afos), de ambos sexos de la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado

Sucre.

3. Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador, en el cual se
establece que mi participacién en el trabajo consiste en: autorizar que mi representado
done una muestra de sangre de 10 cc, la cual se le extraerd mediante puncion venosa
previa antisepsia de la region antecubital del brazo por una persona capacitada y

autorizada.
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4. Que la muestra sanguinea que acepto que done mi representado, sera utilizada unica
y exclusivamente para cuantificar pardmetros hematoldgicos, proteinas totales, MTs,
GSH y TBARS.

5. Que el equipo de personas que realizan esta investigacion me ha garantizado
confidencialidad relacionada tanto a la identidad de mi representado como a cualquier
otro tipo de informacion relacionada con su persona a la que tengan acceso por concepto

de su participacion en el proyecto antes mencionado.

6. Que bajo ningln concepto podré restringir el uso para fines académicos de los

resultados obtenidos en el presente estudio.

7. Que mi participacién en el estudio no implica riesgo o inconveniente alguno para la

salud de mi representado.

8. Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me sera respondida

oportunamente por parte del equipo evaluador.

9. Que bajo ningln concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun beneficio de
tipo econémico de los hallazgos que pueda producirse en el referido proyecto de

investigacion.
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2. Anélisis de varianza de un via para la concentracion de GSH en suero, de acuerdo a
la edad, en hembras y varones en edad escolar pertenecientes la escuela “Elsa Josefina
de Lunar” de la comunidad de Guayacén, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Grupo de talla N X DE Ccv Min Maéx Rango
4-7 23 | 1,02287 | 0,408648 | 39,9511% 0,385 2,206 1,821

8-10 38 [0,974368| 0,344061 | 35,3112% 0,439 2,179 1,74
11-14 15 0,888733| 0,205567 | 23,1303% 0,6 1,322 0,722
Total 76 |0,972145| 0,342718 | 35,2538% 0,385 2,206 1,821

X: media; DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion; Min: valor minimo; Max: Valor
maximo. Los resultados fueron obtenidos por el statadvisor

3. Andlisis de varianza de un via para la concentraciéon de TBARS en suero, de
acuerdo a la edad, en hembras y varones en edad escolar pertenecientes la escuela “Elsa
Josefina de Lunar” de la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Grupo de talla N X DE cv Min. Max. Rango
4-7 23 4,25677 | 2,22654 65,8714% 1,089 9,079 6,442

8-10 38 |5,13352 | 2,03205 70,8465% 1,271 7,989 5,978
11-14 15 6,67393 | 2,73414 40,1626% 2,724 11,439 6,968
Total 76 5,22022 | 2,40246 65,1784% 1,089 11,439 7,478

X: media; DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacién; Min: valor minimo; Max: Valor
méaximo. Los resultados fueron obtenidos por el statadvisor.

4. Anélisis de varianza de un via para la concentracién de MTs en suero, de acuerdo a
la edad, en hembras y varones en edad escolar pertenecientes la escuela “Elsa Josefina
de Lunar” de la comunidad de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre.

Grupo de talla N X DE cv Min. Méx. Rango
4-7 23 |0,371739| 0,112849 | 30,3571% 0,199 0,603 0,404
8-10 38 [0,370868| 0,159268 | 42,9446% 0,017 0,807 0,79
11-14 15 |0,354933| 0,179685 | 50,6251% 0,106 0,758 0,652
Total 76 [0,367987| 0,149396 | 40,5981% 0,017 0,807 0,79

X: media; DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion; Min: valor minimo; Max: Valor
maximo. Los resultados fueron obtenidos por el statadvisor
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5.ENCUESTA
N° de Paciente:
A. DATOS EPIDEMIOLOGICOS:
Nombres y Apellidos: Direccion:
Edad: Sexo. F [] M []
B. ANTECEDENTES FAMILIARES:
Patoldgicos

¢Algan familiar presenta alguna de estas condiciones? ¢Quién?

Hipertension arterial: [] Diabetes mellitus: [ Pbesidad: []
Hipercolesterolemia: [] Hipertrigliceridemia: [ Fumadores: L]
Otras:
C. ANTECEDENTES PERSONALES:
Alimentacion
¢Tiene una dieta balanceada? Si [ ] No []
¢Consume los siguientes alimentos? ¢Con qué frecuencia?
Pescado Si [ _]No [] 1-2dias [ _|3-5dias [ }7dias []
Mariscos Si [ JNo 1-2dias [ B-5dias [ }7dias []
Pollo Si[ ] No H 1-2dias [ |3-5dias [ }7dias []
Carne de res Si [ No H 1-2dias [ [3-5dias [ }7dias []
Carne de cochino  Si [ No 1-2dias [ B-5dias [ }7dias []
(dias por semana)
Actividad Fisica
¢Realiza deporte o actividad fisica? Si [ No []
(cual?
¢Con qué frecuencia? Poco [ |Regular [ licho []
Patol6gicos
¢Ha padecido alguna enfermedad? ;Cual?
Hipertension arterial: [ Diabetes mellitus: [Dbesidad: L]
Hipercolesterolemia: [] Hipertrigliceridemia: [ Afeccion renal: []

Afeccion hepatica: [] Otras:




6. Consumo de alimentos por los individuos en edad escolar.

Alimento N Dias por semana

la?2 3a5 6a7 NC
Pescados 8 47 21
Mariscos 36 14 26
Pollo 42 19 15
Carne de res 30 - - 46
Cochino 10 - : 66
Otros - - -
Total 76

N= nUmero de individuos escuestados, NC= no consumen.
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1. DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclarado mis interrogantes con respecto a este
formato de consentimiento y por cuento a mi participacion en este estudio son
totalmente voluntarias.

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en la muestra de sangre que acepto
donar para los fines sefialados.

2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donaciéon en cualquier
momento sin que ello conlleve algun tipo de consecuencia negativa para mi
representado.

Firma del voluntario:
Nombre y Apellidos:
C.I:

Lugar:
Fecha:
Firma del testigo:

2. DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado al voluntario la naturaleza del protocolo mencionado, certifico
mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la
participacién en este estudio. Ningun problema de indole médico, de idioma o de
instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su compromiso con
este estudio.

Por el proyecto: “EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN SUERO DE
INDIVIDUOS DE 4 A 14 ANOS DE LA COMUNIDAD DE GUAYACAN,
PENINSULA DE ARAYA, ESTADO SUCRE”
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ANEXO 3

No. 6

INN PESO EDAD HEMBRAS (2-18 ANOS)

PESO (kg)

7 L E: 10 11 12 13

y 3 E 5 €
FUENTE: INN - SISVAN. PATRON REFERENCIA OMS

Gobiermno Bolivariano
Ministerio del Poder P lar Instituto Nacional
de Venezuela pacate sasa T LoRuen | e Nt



ANEXO 4

PESO EDAD VARONES (2-18 ANOS)
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ANEXO 5

No. 1
|NN PESO TALLA HEMBRAS
PESO (Kg)
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ANEXO 6

No. 2
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ANEXO 7

INN TALLA EDAD HEMBRAS (2-18 ANOS) No. 8

TALLA (cm)
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ANEXO 8

TALLA EDAD VARONES (2-18 ANOS)
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ANEXO 9

Indice de masa corporal
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ANEXO 10

Indice de masa corporal

Age (years)

SOURCE: Developed by the National Center for Health Statistics i collaboration with
the National Certer for Chronic Disease Prevention and Health Promotion (2000)
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