TOBL T

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

ESTRES OXIDATIVO EN POBLACIONES
DE ANCIANOS CON RESIDENCIA EN
EL AREA RURAL VS. URBANA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
DOCTORA EN CIENCIAS
PRESENTA

MARTHA ASUNCION SANCHEZ RODRIGUEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. VICTOR MANUEL MENDOZA NUNEZ

México, D.F. Agosto 2005




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINACION

ing. Lecpoldoe Silva Gutiémez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en 1a reunion ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 17 de enero del 2005, se acordd poner a su consideracion
el siguiente jurado para el examen de DOCTORA EN CIENCIAS de la alumna SANCHEZ RODRIGUEZ
MARTHA ASUNCION con nimero de cuenta 73410982 y nimero de expediente 5932013, con la tesis
tiulada: “Estrés oxidativo en poblaciones de ancianos con residencia en el drea rural vs. urbana”, bajo
la direccién del Dr. Victor Manuei Mendoza Niifiez,

Presidente; Dr. Luis Alberto Vargas Guadamama

Vocat: Dr. Miguel Betancourt Rule

Vocat: Dr. Héctor Bourges Rodriguez
Vocal: Dr. José Luis Mufioz Sanchez
Secretario: Dr. Victor Manue! Mendoza Niifiez
Suplente: Dr. Mario Altamirane tozano
Supiente: Dr. Edelmiro Santiago Osorio

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
*POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F.%m. de junig del 2005. .

rdinador del Programa

c.c.p. Expediente del interesado




Martha A. Sanchez Rodriguez Reconaocimientos

RECONOCIMIENTOS
Para los estudios de DOCTORADO se recibio el apoyo de la Direccién General de

Personal Académico (DGAPA), UNAM vy del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

(CONACYT) con niimero de registro 126123.

COMITE TUTORAL
DR. EDELMIRO SANTIAGO OSORIO

DR. LUIS ALBERTO VARGAS GUADARRAMA




Martha A. Sanchez Rodriguez Reconocimientos

Este trabajo fue realizado en:

Labaoratorio de Gerontologia Clinica
Unidad de Investigacién en
Gerontologia
Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM




Martha A. Sanchez Rodriguez

Dedicatorias

DEDICATORIAS

A mi papd:

Este es un paso que siempre quiso ver,
por lo que espero haber cumplido con
sus expectativas y

porque todo el tiempo estd a mi lado.

A Prisci y Ray:

Con todo mi carifio y agradecimiento
porque sin su apoyo y comprensidn

no hubiera sido posible la culminacién
de estos estudios.

Espero esto sea un aliciente en su vida.

A mi mama:
Que siempre me ha impulsado a seguir
adelante y, sobretodo, por su compafifa
Y apoyo durante estos afios de estudio.

A Ramon:

Con carifio y agradecimiento

por tu apoyo y confianza de siempre
para cumplir mis metas profesionales.




Martha A. Sanchez Rodriguez Dedicatorias
A mis hermanos:
Mario, Maria Elena, Lula, Juan,
Monse y Mauricio, porque somos
una gran familia.
A Arturo:

A mis compafieras y amigas de la

Unidad de Investigacidn en Gerontologia:

Alicia, Elsa, Irma, Marild, Mirna, Raquel,
Ada y Juanita,

Bienvenido a nuestra gran
familia, que esto también seq
un ejemplo de que todo se puede.




Martha A. Sanchez Rodriguez Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Victor Manuel Mendoza Nifez:
Por tu atinada direccién en la Unidad de
Investigacidn, permitiendo el crecimiento
académico de sus integrantes,
particularmente por el apoyo que me

has brindado durante todo este tiempo.

Al Dr. Luis Alberto Vargas y

al Dr. Edelmiro Santiago Osorio:

Por todos sus conocimientos, aclaraciones

y enriquecedoras discusiones en el desarrollo
de este trabajo de investigacién.

Al Dr. Miguel Betancourt Rule
Dr. Héctor Bourges Rodriguez
Dr. José Luis Mufioz Sdnchez

Dr. Mario A. Altamirano Lozano
por sus atinados consejos que
enriquecieron el documento final.




Martha A. Sanchez Rodriguez indice
INDICE
Resumen 1
Abstract 2
I. Introduccion 3
Il. Marco Tedrico 4
II.1. Envejecimiento 4
II.2. Estrés oxidativo 6
11.3. Factores pro-oxidantes del estilo de vida 11
I1.4 Biomarcadores 13
I1.5 Estrés oxidativo y envejecimiento 15
I1.6 Ecologia y envejecimiento 16
[ll. Planteamiento del Problema 22
IV. Hipétesis 23
V. Objetivos 24
VI. Material y Métodos 25
VI.1. Disefio de investigacion 25
V1.2. Caracterizacién de las poblaciones 25
V1.3. Criterios de seleccién 26
VI.4. Variables 26
VI1.5. Procedimientos 30
V1.6. Disefio estadistico 34
V1.7. Aspectos éticos 35
VIl. Resultados 36
VI1.1. Caracteristicas bioguimicas 36
VIl.2. Estrés oxidativo 36
VII.3. Estado de salud y estilo de vida 47
VI, Discusion 57
VIIL.1. Estrés oxidativo 57
VIL2. Estado de salud y estilo de vida 61

IX. Conclusiones

65




Martha A. Sanchez Rodriguez indice

X. Perspectivas 67
Xl. Referencias 68
Anexos 79
Anexo 1. Cuestionario de factores de riesgo pro-oxidantes 80
Anexo 2. Cuestionarios de actividades de la vida diaria para ancianos en 87
comunidad
Anexo 3, Miniexamen mental de Folstein (modificado) 93
Anexo 4. Productos de la investigacién 99

Antioxidant capacity in relationship to serum peroxides levels in
healthy elderly of Mexico City. Acta Bioquim Clin Latinoam
Propuesta de un constructo para evaluar integralmente el estrés
oxidativo. Biogquimia
Efficient antioxidant capacily against lipid peroxide fevels in
healthy elderly of Mexico City. Environ Res
Relationship between oxidative stress and cognitive impairment

in community-dwelling elderly rural vs. urban. Manuscrito enviado.




Martha A. Sanchez Rodriguez Resumen

RESUMEN

Introduccion: Se ha reconocido al estrés oxidative (EOx) como el desequilibrio bioquimico
propiciado por la produccion excesiva de especies oxidantes que provocan dafio oxidativo a las
biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes, el cual se ha
relacionado con el envejecimiento y més de 100 padecimientos diferentes. El estilo de vida y los
factores ambientales constituyen elementos determinantes del EOx, de tal manera que el
estado de salud de los ancianos depende en gran medida de factores psicosociales cuyo
mecanismo fisiopatolégico ha sido evaluado parcialmente al no relacionarse directamente con
los cambios a nivel molecular.

Objetivo: Evaluar la influencia de la edad y a contaminacion ambiental sobre el EOx y su
relacion con las enfermedades cronico degenerativas en residentes de areas rural y urbana.

Métodos: Se llevé a cabo un estudio transversal en una poblacién de 200 adultos mayores
(AM) de 60 a 80 afios de edad, 112 residentes de la cd. de México y 88 de Actopan, Hgo.,
ademas de 75 adultos jovenes (25-45 afos), 38 de la cd. de México y 37 de Actopan, Hgo.,
como controles. A todos los sujetos se les tomaron muestras sanguineas para determinar BH,
quimica sanguinea y perfil lipidico como pruebas de tamizaje clinico; se les cuantificaron los
niveles de lipoperoxidos plasmaticos [LPO] (método TBARS), la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx y la capacidad sérica antioxidante total [AT] por métodos
colorimétricos comerciales (Randox Laboratories, Ltd.). También se les aplicd un cuestionario
de factores de riesgo pro-oxidantes, 4 escalas de funcionalidad fisica y el Mini Examen Mental
de Folstein (MMSE), y un examen clinico para determinar su estado de salud. Los datos de
contaminacion ambiental fueron obtenidos de la red de monitoreo local. Los resultados fueron
analizados a través de t de Student y ANOVA de una via con la prueba de Tukey como posthoc
para las variables cuantitativas; y°, razén de momios (RM) con su respectivo intervalo de
confianza al 95% (ICqso,) para las cualitativas, ademéas de analisis de regresion lineal simple,
multiple y logistica.

Resultados: La concentraciéon promedio anual de ozono para la cd. México fue de 0.155 + 0.46
ppm vs. Actopan, Hgo. 0.070 + 0.010 ppm {p<0.0001). Los LPO se encontraron mas altos en
los dos grupos del area urbana que en los del area rural. El 55% de los AM del area urbana y el
40% de los del &rea rural presentaron EOx (p <0.05). Encontramos que vivir en el area urbana,
dormir <6 h/d y la edad 260 afios fueron factores de riesgo para EOx (RM = 4.33, 1Cgs5s: 2.15-
8.72, p <0.0001; RM = 2.21, 1Cqs: 1.07—4.56; p = 0.033 y RM = 2.30, ICoss: 1.04-5.11; p =
0.041, respectivamente). No se observ6 diferencia en cuanto a la frecuencia de padecimientos
cronicos degenerativos en ambas areas. Los AM residentes de la ciudad de México tienen
menos limitaciones funcionales en las actividades de la vida diaria (AVD) que su contraparte del
area rural. En la regresion mailtiple los LPO correlacicnaron con los factores pro-oxidantes
(Rurbana = 0.351, p = 0.028 y R = 0.319, p = 0.083), observando una correlacion independiente
positiva con la edad en ambas areas (p <0.05) y el IMC en el area urbana (p = 0.001); y con una
correlacion negativa con las horas de suefio en la rural (p = 0.031).

Conclusiones: La contaminacion ambiental y el estilo de vida estresante de la ciudad de
Mexico son determinantes del mayor EOx en los AM residentes de ia cd. de México, pero no
influye significativamente en la prevalencia de padecimientos cronicos degenerativos en la
poblacién gerontologica. En cuanto a la funcionalidad fisica, se observaron mayores
limitaciones en los residentes del area rural. El lugar de residencia urbano y dormir <6 h/d,
principalmente cuando se esta en un ambiente “tranquilo no estresante”, constituyen factores de
riesgo para LPQO altos en jos AM.
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ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress (OxS) has been recognized as serious imbalance between the
reactive oxygen species (ROS) and the effective action of antioxidant system. It is a factor that
contributes to aging and the development of more than a hundred different diseases. Lifestyles,
as well as environmental factors are determinant elements of OxS, Health status in elderly is
related in a great measure to psychosocial factors with only a partial physiological explanation. It
has been partially evaluated since these factors can no be related with changes at molecular
levels.

Objective: Evaluate the influence of age and poliution on OxS as well as its relation to chronic
diseases in two sets of population; one living in an urban area, and other living in a rural area.

Methods: We conducted a cross-sectional study in population of 200 elderly people ranging
from 60 to 80 years old. One hundred twelve of these people lives in Mexico City and 88 lives in
Actopan, Hgo.; also 75 young adults (range 25 — 45 years old), 38 lives in Mexico City and 37
lives in Actopan, Hgo., as control group. We obtain blood sampies from all subjects to determine
a complete blood count, blood chemistry, and lipid profile in order to make a clinical screening.
We quantify plasma levels of lipoperoxides [LPO] (TBARS assay), the activity of antioxidant
enzymes SOD and GPx and total antioxidant status [TAS] by commercial colorimetric methods
(Randox Laboratories, Ltd.). We also apply a questionnaire for pro-oxidant risk factors, 4 scales
of physical functionality and the Mini Mental State Examination (MMSE); moreover, a clinical
exam 1o evaluate health state. We collected air-pollution data from the regional quality network.
Data were analyzed using Student ¢ test and one-way ANOVA with Tukey posthoc test for
quantitative variables; ¥ and odds ratio (OR) with 95% confidence interval (95%ClI) for
qualitative variables; as well as simple linear, multiple and logistic regressions.

Results: Annual mean of ozone air in Mexico City was 0.155 + 0.46 ppm and in Actopan, Hgo.
0.070 £ 0.010 ppm (p <0.0001). Plasma LPO levels were found highest in two groups of people
living in the urban area compared to the people living in rural areas. Fifty five percent of elderly
living in urban areas and 40% of elderly living in rural areas have OxS (p <0.05). We found that
to live in urban area, to sleep <6 h/d and age 260 years old were risk factor toc OxS (OR = 4.33,
95%Cl: 2.15-8.72, p <0.0001; OR = 2.21, 95%Cl: 1.07-4.56: P =0.033, and OR = 2.30, 95%ClI:
1.04-5.11; p = 0.041, respectively). We did not find difference in the frequency of chronic
diseases in both areas. Elderly living in Mexico City have less physical limitations in the activities
of daily living (ADL) compared to elderly living in rural area. In the multiple regression, LPO
levels correlates with pro-oxidant factors (Rpan = 0.351, p=0.028 y Ry = 0.319, p = 0.083), as
a positive independent correlation with age in both areas (p <0.05) and BMI in urban area (p =
0.001); sleep hours had negative correlation in rural area (p=0.031).

Conclusions: Pollution and stressful life style in Mexico City were major determinants of OxS in
elderly, but it does not significantly influence in the prevalence of chronic diseases in
gerontologic population. Major physical limitations were observed more frequently in elderly from
rural area. Living in an urban area, sleeping less than 6 h/d besides living in a stressing
environment, constitutes main risk factors for high levels of LPQ in elderly.
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I. INTRODUCCION

El proceso biologico de envejecimiento es individualizado y caracterizado por un declive
funcional con la edad, por lo que podemos encontrar personas senectas con minimas pérdidas
fisioldgicas y otras severamente dafiadas. De aqui que se haya dividido el envejecimiento en
tres estados: habitual, exitoso y con fragilidad. En el envejecimiento habitual se observan
cambios determinados por el efecto combinado de la enfermedad y el estilo de vida sobre el
proceso de envejecimiento intrinseco. El envejecimiento exitoso se refiere a los sujetos en los
que se observa s6lo el decremento funcional atribuible al proceso de envejecimiento y donde ni
la enfermedad ni los factores ambientales o factores adversos en el estilo de vida complican o
acrecientan el deterioro. El envejecimiento con fragilidad es una condicion o sindrome que
resulta de una reduccion del multisistema en la capacidad de reserva homeostética para
mantener los sistemas fisiolégicos cercanos, o sobre, el umbral de la falla clinica sintomatica;
como consecuencia, en una persona fragil se incrementa el riesgo de incapacidad y muerte a
un meneor estrés externo.

Desde el punto de vista bioldgico se sefiala que el envejecimiento es consecuencia de la
acumulacion de danos aleatorios que limitan o afectan la formacidén o reparacién del ADN,
proteinas, carbohidratos y lipidos. La propuesta mas aceptada indica que este dafio es de tipo
oxidativo, indicandose que hay un incremento en el llamado estrés oxidativo y, como
consecuencia, el dano oxidativo altera el funcionamiento de las células, tejidos, érganos y
sistemas, incrementando la vulnerabilidad a la enfermedad, lo cual se asocia a las
manifestaciones caracteristicas del envejecimiento, tales como: pérdida de masa 6sea y
muscular, disminucion en el funcionamiento de todos los sistemas, alteraciones en el oido y la
vision, y disminucién en la elasticidad de la piel, entre otros.

El estilo de vida y los factores ambientales (fisicos y sociales), constituyen elementos
determinantes del esirés oxidativo, cuyo mecanismo fisiopatoldégico es causa de los
padecimientos cronico-degenerativos de alta prevalencia e incidencia durante el envejecimiento,
tales como: ateroesclerosis, diabetes mellitus, cataratas, osteoporosis, artritis reumatoide,
demencia de Alzheimer y diversos tipos de cancer, por lo que resulta de particular interés
conocer las variables psicosociales que influyen sobre el estrés oxidative, con el fin de poder
prevenir o intervenir sobre los factores de riesgo o proteccion de la fragilidad o recidivas de
padecimientos cronico-degenerativos.

De tal manera que el estado de salud de los ancianos depende en gran medida de
factores psicosociales cuyo mecanismo fisiopatoldgico ha sido evaluado parcialmente al no
relacionarse directamente con los cambios a nivel molecular. Bajo este panorama,
consideramos indispensable estudiar los factores ambientales y el estilo de vida, analizando su
mecanismo fisiopatologico con énfasis en los cambios a nivel molecular, para entender mejor el
proceso de envejecimiento y ofrecer una opcidn para conseguir un envejecimiento exitoso.

Es por ello que en este trabajo se evalué la influencia del lugar de residencia y los
componentes de! estilo de vida sobre el estrés oxidativo y estado de salud de los adultos
mayores, debido a que se ha determinado que no todos los ancianos presentan el mismo grado
e intensidad de estrés oxidativo, como consecuencia de su estilo de vida y lugar de residencia,
por lo que prevenir o intervenir sobre los factores de riesgo que provocan el incremento del
estrés oxidativo, podria evitar y/o retrasar la aparicion de enfermedades y trastomos
incapacitantes.
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Il. MARCO TEORICO

En términos generales se sefala que el envejecimiento es un proceso
universal que ocurre en todas las especies, aunque no necesariamente al mismo
ritmo, estableciéndose que la supervivencia maxima del humano es de 120 anos,
encontrandose casos extraordinarios por arriba de dicho limite. En funcién de esto,
se puede aseverar que existe la posibilidad de identificar factores que limiten el
deterioro bio-psico-social del humano para que el envejecimiento curse con una
mejor calidad de vida.

La presente investigacion se llevd a cabo con el fin de generar
conocimientos cientificos en el ambito biolégico con posibilidades de aplicacion
practica, determinando los factores constituyentes del estilo de vida que producen
estrés oxidativo en adultos mayores de un area rural y una urbana, con posibilidad
de ser modificables, ademas de la mejoria del sistema antioxidante, para que
potencialmente se garantice y/o favorezca un buen estado de salud en los
ancianos.

A continuacidon se presentard la informacion tedrica con el fin de
fundamentar la investigacién y precisar el problema y la hipétesis a desarrollar.

11.1. Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso multifactorial que involucra mecanismos
biolégicos, psicologicos y sociales, de ahi que su presentacion y evolucién sea
individualizada. En este sentido, los humanos envejecemos de manera distinta yla
edad cronoldgica no siempre es representativa de la edad bioldgica’.

Harman en 1981 definié el envejecimiento como la acumulacién de déficits
biolégicos como consecuencia de la edad avanzada, que propician una mayor
susceptibilidad a la enfermedad y a la muerte?. Asi mismo, Strehler y North en
1982 sefialaron que el envejecimiento es deletéreo, progresivo, intrinseco (no
puede ser modificado por agentes o condiciones ambientales) y universal, se
caracteriza por una atrofia de todos los érganos y tejidos, generando una
disminucion de las funciones fisioldgicas y una mayor vulnerabilidad a
padecimientos infecciosos, metabolicos, autoinmunes, neoplasicos, respiratorios,
osteoarticulares y cardiovasculares®.

En la Unidad de Investigacion en Gerontologia de la Facultad de Estudios
Superiores ZARAGOZA, UNAM entendemos el envejecimiento como un proceso
gradual y adaptativo, caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta
homeostatica, debida a las modificaciones morfoibgicas, fisiolégicas, bioquimicas
y psicologicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste
acumulado ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de Ia historia del
individuo en un ambiente determinado.
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Esta definicion se apoya en el enfoque tedrico de la alostasis (Allostasis) o
proceso de adaptacion ante retos o desafios estresantes. Esta teoria establece
que el organismo responde de manera activa ante amenazas o retos estresantes
con el fin de mantener la homeostasis, sin embargo el mecanismo de respuesta
adaptativa denominado alostasis, representa un costo biolégico, por lo que
cuando ocurre en forma repetida, propicia una carga alostatica (Allostatic Joad),
haciendo menos eficiente el proceso y favoreciendo la aparicién de padecimientos
infecciosos y crénico-degenerativos*®

Como consecuencia, se puede inferir que el tiempo maximo de vida de un
organismo es la suma de los cambios deletereos y el mantenimiento de los
mecanismos de reparacion en respuesta a ese dafio®; de ahi que se haya dividido
el envejecimiento en tres estados: habitual, exitoso y con fragilidad'®'"'2. En el
envejecimiento habitual se observan cambios determinados por el efecto
combinado de Ila enfermedad y el estilo de vida sobre el proceso de
envejecimiento intrinseco'®. El envejecimiento exitoso se refiere a los sujetos en
los que se observa solo el decremento funcional atribuible al proceso de
envejecimiento y donde ni la enfermedad ni los factores ambientales o factores
adversos en el estilo de vida complican o acrecientan el deterioro’®. EI
envejecimiento con fragilidad es una condicién o sindrome que resulta de una
reduccion del multisistema en la capacidad de reserva para mantener los sistemas
fisiologicos cercanos, o sobre, el umbral de la falla clinica sintomatica; como
consecuencia en una persona fragtl se incrementa el riesgo de incapacidad y
muerte a un menor estrés externo'

Se han propuesto diversas teorfas para explicar el envejecimiento, entre las
que se pueden resaltar las siguientes: a) mutacion somatica y reparacion de ADN,
b) error catastréfico, ¢) modificacion (alteracion) de proteinas, d) identificacién y
expresion de genes de longevidad, e) neuroendocrina, f) inmunolédgica, g)
senescencia celular, h) apoptosis e i) radicales libres (RL). Al respecto la teoria de
los RL es considerada en la actualidad como la mas plausible para explicar este
proceso’”

La teoria de los radicales libres (RL) propone que el envejecimiento es el
resultado de la acumulacion de dafio oxidativo a las células y tejidos del cuerpo
que se produce como resultado del incremento en el metabolismo aerébico y/o
disminucién relativa de la produccion y accion eficiente del sistema antioxidante
(estrés oxidativo). Al respecto, las evidencias propuestas para apogar la hipétesis
de los RL como factor causal del envejecimiento son las siguientes'™:

1) La longevidad de las especies se correlaciona con la tasa metaboélica y la
actividad protectora de los antioxidantes.

2) El aumento en la expresion de las enzimas antioxidantes en animales de
experimentacion incrementa significativamente la longevidad.

3) Los niveles de dano celular por RL se incrementa con la edad.

4) La reduccion de la ingesta caldrica disminuye la produccion de RL e
incrementa la longevidad.
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11.2. Estrés Oxidativo

Se define como estrés oxidativo (EOx) al desequilibrio bioquimico
propiciado por la produccién excesiva de moléculas o especies reactivas (ER) y
radicales libres (RL) que provocan dafo oxidativo a las biomoléculas y que no
puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes (AOx)'®; siendo los RL
especies quimicas que poseen en el Gltimo orbital un electrén no apareado, por lo
que son capaces de extraer un electron de las moléculas vecinas para completar
su orbital, convirtiéndose en componentes altamente reactivos y oxidantes. La
mayoria de los RL son capaces de extraer un electron de las moléculas vecinas
para completar su orbital convirtiéndose en componentes altamente oxidantes'°.

El oxigeno (O2) contenido en el aire que normalmente respiramos es
fundamental para la vida, sin embargo, muchas reacciones en las que participa el
O: generan especies reactivas (ER), de ahi que el oxigeno es una sustancia
potencialmente toxica, y aunque es necesario para el metabolismo de los
organismos aerobios, puede ser daiino a largo plazo; es por ésto que a esta
incongruencia en cuanto a la necesidad-toxicidad del oxigeno se le ha
denominado “la paradoja del oxigeno”.

La reduccion tetravalente del oxigeno en la mitocondria para producir agua
mediante la cadena de transporte de electrones es relativamente segura; no
obstante, la reduccién univalente de oxigeno genera intermediarios reactivos en
una serie de reacciones de reduccion que involucran cuatro electrones, generando
tres compuestos denominados especies reactivas de oxigeno (EROs): anidn
superdxido (O;7), peroxido de hidrogeno (H.Qp) y radical hidroxilo (OH") (Figura
1'% El H;0; no es un RL, pero cae en la categoria de EROs por ser un
compuesto intermediario e importante en la bioquimica de los RL, ya que se
descompone facilmente en presencia de metales de transicion, para producir el
mas reactivo y dafiino RL de oxigeno, el radical hidroxilo (OH')'"'°.

+1e +1e +2H +1e +1e +2H
02':'-> 02.— ‘:>H202=> OH +OH ——= 2H20

Figura 1. Los cuatro pasos de la reduccién del oxigeno molecular a agua con la
generacion de tres especies reactivas de oxigeno (EROs). Tomado de Gutteridge,
1994,

Varios metales de transicidn reaccionan con el H,O,, pero al que se le ha
puesto mas atencion es al hierro (Fe). En el mecanismo mediado por Fe, las sales
ferrosas reaccionan con H;O; para formar OH" por medio de una reaccién llamada
de Fenton'®.
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Por su parte, el O, puede reducir ciertos quelatos férricos, interviniendo en
la reaccion de formacién de OH'. La reaccion condensada, sin los intermediarios
del hierro, entre Oz y H.O: se conoce como reaccién de Haber-Weiss (Figura
2)16,17'

F
0, + H,0, —=OH + OH + O,

Figura 2. Reacci6n de Haber-Weiss catalizada por hierro.

Otra especie reactiva de oxigeno es el llamado oxigeno singulete ('0,) que
no es propiamente un RL porque no contiene un electron impar, ya que los dos
electrones de la Gltima 6rbita ocupan el mismo orbital y tienen los spin paralelos,
es decir estan apareados. Es una molécula muy reactiva y capaz de oxidar
rapidamente muchas otras, incluyendo acidos grasos poli-insaturados. Se forma
principalmente por reacciones fotoquimicas y en los eosindfilos?'%.

Ademas de la cadena respiratoria, los RL son generalmente producidos por
otras reacciones de transferencia de electrones que pueden ser mediadas por
acciones enzimaticas que involucran a la fagocitosis, el sistema citocromo P450
(CYP), reacciones del reticulo endoplasmico, la accion enzimatica de xantina
oxidasa (XO) y la sintesis de prostaglandinas; asi como reacciones no enzimaticas
del oxigeno con compuestos organicos o iniciadas por radiaciones ionizantes.
Principalmente, son formados a través de reacciones de oxidacién-reduccion
(redox)'®2', aunque se considera a la mitocondria como la principal fuente de RL,
debido a que ahi es donde se produce la mayor parte de energia para la célula,
produciéndose una oxidacion en el ADN mitocondrial®?.

Otra molécula capaz de formar RL es el nitrégeno, generando dos éxidos:
oxido nitrico (NO") y didxido nitrico (NOy"), conformando las llamadas especies
reactivas del nitrogeno (ERNs). El NO' es un RL gaseoso derivado de la oxidacién
del nitrégeno guanido-terminal del aminoacido L-arginina en una reaccion
oxidativa que consume oxigeno molecular y reduce equivalentes en la forma
reducida de la coenzima nicotinamida-adenina-dinucledtido fosfato (NADPH) para
formar L-citrulina, esta reaccién es catalizada por el complejo de enzimas o6xido
nitrico sintetasa (NOS)*2°. Es una molécula de biosefial que juega un importante
papel en la neurotransmision, vasorelajacion y respuesta inmune®.

Los radicales OH’, O,” y NO' son capaces de reaccionar con las
biomoléculas produciendo RL organicos menos reactivos. El OH’ reacciona con
los carbonos centrales de las moléculas en forma RH, tales como proteinas,
carbohidratos, lipidos y &cidos nucléicos, convirtiéndolas en radicales (R'), este
radical libre carbono-central reacciona rapidamente con el oxigeno para formar un
radical mas estable llamado peroxilo (ROQO") que a su vez puede tomar parte en
otras reacciones para producir radicales alcoxilos (RO). Asi mismo, los atomos de




Martha A. Sanchez Rodriguez Marco Tedrico

azufre en forma de compuestos sulfhidrilo (RSH) también pueden ser convertidos
en RL formando los radicales tiol (RS')'. Por ofro lado, el O,~ reacciona con el
NO’ para formar peroxinitrilo (ONQQ"), el cual es un poderoso oxidante que dafia
muchas moléculas biologicas y que a pH acido se puede descomponer liberando
pequenas cantidades de OH’ independientemente de la catalisis de metales'®71¢
También, bajo ciertas condiciones, el NO' puede reaccionar con compuestos
fendlicos como la tirosina formando nitrotirosina, molécula que produce
inactivacion enzimatica?®?*,

De todas las biomoléculas que pueden ser atacadas por RL, los lipidos son
probablemente los mas susceptibles. Las membranas celulares son ricas en
acidos grasos poli-insaturados que son facilmente oxidables por un proceso
conocido como lipoperoxidacion o peroxidacién lipidica en el cual se forman
dienos conjugados. Este proceso dafa directamente Ia estructura de la membrana
celular e indirectamente a otros componentes celulares por la produccién de
aldehidos reactivos®%’,

Asi mismo, el ADN no esta exento del proceso oxidativo, tanto el nuclear
como el mitocondrial®®. Al respecto Ames estimoé que una célula humana recibe 10
000 impactos oxidativos en el ADN nuclear/d producidos por OH' 28, es decir, de
cada 10" moléculas de oxigeno que entran a la célula/d, es posible que 1 en 200
dafien al ADN?. Las EROs pueden causar entrecruzamiento de proteinas-ADN,
intercambio de cromatides hermanas, dafio a la estructura de desoxirribosa-fosfato
y oxidaciéon de las cuatro bases nitrogenadas®**'. Las modificaciones oxidativas
en fas bases producen mutaciones, mientras que la oxidacion de la desoxirribosa
puede inducir liberacién de bases y rompimiento de cadena sencilla de las hebras
de ADN*"*2 Por lo general, los OH' producen multiples productos de oxidacién de
las bases como 8-hidroxiadenina y timidina glicol; el 'O, preferentemente modifica
la  guanina por 8-hidroxilacién formando los compuestos  8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (80HdG) y su base libre 8-hidroxiguanina (80HG)*. La
reactividad del OH’ hacia la desoxirribosa varia considerablemente, siendo los
carbonos 4 y 5 los mas susceptibles®, la lesién predominantemente observada es
el rompimiento de la hebra mediado por hierro y H,0,%,

A pesar del posible efecto dafiino que tienen las ER, es importante aclarar
que son componentes normales de la fisiologia celular e incluso tienen un papel
fundamental en la homeostasis del organismo, como por ejemplo en los
mecanismos inmunolégicos, en la regulacion del tono vascular y agregacion
plaquetaria, en la tensién de oxigeno en la ventilacién pulmonar, en la produccién
de eritropoyetina, asi como en la sefializacion de la transduccion de receptores de
membrana en varios procesos fisiolégicos???*; por lo que debemos tener presente
que alftas concentraciones de RL, derivados de radicales y especies reactivas no
radicales, son peligrosas para la vida de los organismos ya que danan la mayoria
de los constituyentes celulares; no obstante, concentraciones bajas o moderadas
de ER, tales como NO', O, y otras EROs juegan un importante papel en la
homeostasis, debido a que protegen a la célula contra el EOx reestableciendo ia
denominada homeostasis-redox?***.
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Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo dispone de una serie de
sistemas antioxidantes para contrarrestar la generacion de ER. Un antioxidante es
una entidad quimica que a bajas concentraciones retarda o previene la oxidacion
de un sustrato incluyendo lipidos, proteinas, hidratos de carbono y ADN'"3,

Debido a que el sistema antioxidante constituye uno de los moduladores
homeostaticos fundamentales del organismo, se ha clasificado en tres grupos:
antioxidantes primarios, secundarios y terciarios (Figura 3). Los antioxidantes
primarios son los que previenen la formacion de ER evitando asi el dafio oxidativo
y representando el primer nivel de proteccion. A este grupo pertenecen las
llamadas enzimas antioxidantes: catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6), superoxido
dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) y glutation peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9), asi
como las proteinas atrapadoras de metales de transicién: transferrina,
ceruloplasmina, metalotioneinas y albumina®.

El papet de los antioxidantes secundarios es “atrapar” a los RL que se han
formado cuando se ha rebasado la primera “barrera”, impidiendo asi la iniciacién
de una cadena oxidativa o interrumpiendo su propagacion. En este grupo
encontramos las vitaminas antioxidantes A, C y E; los componentes plasmaticos
bilirrubina, amdo urico y albumina, ademas de la hormona melatonina y los
estrogenos

Si los otros dos sistemas antioxidantes no han sido eficientes y las
biomoléculas son oxidadas, todas las células tienen una serie de enzimas que
conforman los llamados sistemas de reparacién o antioxidantes terciarios. Los
sistemas de reparacion incluyen enzimas encargadas de restaurar directamente
las biomoléculas a su conformacion nativa, asi como enzimas catabodlicas que
pueden especificamente degradar las moléculas no funcionales, esta degradacion
puede servir no solo para removerlas del citosol, sino para rellenar el pool de
precursores para resintesis, encontrandose enzimas reparadoras de lipidos
(aciltransferasas y fosfolipasas), proteinas (proteinasas, proteasas y Peptidasas) y
de ADN (exo- y endo-nucleasas, glicosilasas, polimerasas y ligasas)®
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I.3. Factores pro-oxidantes del estilo de vida

El proceso oxidativo puede ser favorecido o potencializado por diversos
productores exégenos como: tabaquismo, ingesta de alcohol, contaminacion
ambiental, radiacién ultravioleta, disminucién en las horas de suefio, ejercicio fisico
extenuante, alimentacion inadecuada, estrés psicologico, ingesta crénica de
medicamentos y consumo de drogas, ademas del género masculino, todos
generadores de RL y que conforman un estilo de vida; por ello, estos factores son
considerados como pro-oxidantes>'>'%%2, Hay evidencias cientificas que indican que
la vulnerabilidad al EOx se incrementa durante el envejecimiento, favoreciendo la
aparicion de padecimientos relativos al aumento de las EROs; en este sentido, en
1954 la argentina Rebeca Gerschman*' sefialé por primera vez que los RL eran
agentes toxicos y generadores de enfermedades. Los factores pro-oxidantes mas
prevalentes durante el envejecimiento son el tabaguismo, ingesta de alcohol, mala
alimentacion, disminucién en las horas de suefio y la ingesta crénica de
medicamentos, ademés del género masculino, por lo que se mencionaran
brevemente los mecanismos mediante los cuales generan RL.

El humo del cigarro contiene méas de 3800 compuestos, incluyendo potentes
carcindgenos, y elevadas cantidades de formadores de RL como la hidroquincna®?,
por lo que cada fumada de cigarro contiene alrededor 100 billones de RL en su fase
de alquitran y 1000 billones de RL en su fase gaseosa, sefalandose al tabaquismo
comao uno de los principales factores de riesgo de EOx por la accién de los radicales
OH’* formados durante la disociacién de H>O; por la accién de fumar*®.

Respecto a los mecanismos fisiopatoldgicos del alcohol se ha demostrado
que la ingesta aguda y cronica de bebidas alcohélicas incrementa la produccion de
EROs, propiciando la lipoperoxidacién, oxidacion de proteinas y del ADN, afectando
la estructura y funcionamiento de las células, tejidos, organos y sistemas**; debido,
probablemente, a los altos niveles del citocromo P450 (sistema microsomal
encargado de la oxidacion del etanol) que genera EROs durante el proceso
oxidativo. La exposicién crénica al etanol produce un incremento en la produccién de
H20. que puede reaccionar con iones metalicos, como el Fe, generandose grandes
cantidades de OH® que oxidan a las biomoléculas®®,

La desnutricion caldrico-proteica, altamente frecuente en los adultos mayores,
favorece el EOx, debido al decremento de la reserva proteica y a la concomitante
disminucion en el consumo de antioxidantes vitaminicos (vitaminas A, C y E) y
minerales (selenio, zinc y cobre)*®*’. Por otro lado, se ha demostrado que la
restriccion calorica reduce la generacion de EROs y consecuentemente disminuye Ia
lipoperoxidacién y dafio al ADN, no obstante la desnutricién propicia dafio oxidativo
al ADN, el cual acelera el acortamiento de fos telomeros y consecuentemente limita

la division celutar*®4°.

El suefio es un estado fisioldgico activo en el que se llevan a cabo funciones
encaminadas a la recuperacion y reparacion de células, tejidos, drganos y sistemas,
de ahi que se ha sefalado que durante el suefio se incrementan los niveles séricos
de antioxidantes con el fin de eliminar el exceso de RL generados durante el estado
de vigilia. También se ha evidenciado que la deprivacion de suefio inducida
disminuye los niveles de glutation en el td&lamo e hipotalamo, demostrando el efecto

Il
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antioxidante del dormir’®®. Un modelo que podria extrapolarse a lo que ocurre en
cierta medida durante el suefo es el estado de hibernacién fisioidgico de algunos
animales, en el que se alcanza el limite del funcionamiento biolégico vital bajo,
disminuyendo el metabolismo basal a los limites de supervivencia, en cuyo proceso
biolégico de restriccion caldrica maxima se ha mostrado un incremento de los
nivelg.;s:j 2de antioxidantes principalmente de ascorbato, acido trico y enzimas SOD y
GPx”' 7%,

Con respecto a la ingesta de medicamentos se ha reportado que algunos
analgésicos como el acido acetilsalicilico y el paracetamol administrados a altas
dosis incrementa las EROs, aunque también se ha descrito gue el paracetamol a
dosis bajas tiene un efecto antioxidante®**, lo cual apoya la propuesta de algunos
investigadores respecto a que la funcién pro-oxidante o antioxidante de algunos
compuestos depende de la dosis y el 6rgano o sistema donde actiian. Otros
medicamentos ampliamente estudiados son los anti-neoplasicos, entre los que
podemos destacar a la adriamicina o doxorubicina, agente quimioterapéutico contra
una gran variedad de canceres, del cual estd plenamente demostrado su efecto pro-
oxidante, de ahi que se recomienda su utilizacién conjunta con antioxidantes
vitaminicos o dietéticos®®.

En la actualidad las evidencias cientificas apoyan la propuesta de que el
género masculino constituye un factor de riesgo para el EOx, independientemente
del estilo de vida social que expone a los hombres a otros factores pro-oxidantes.
Hay evidencias que demuestran que la mayor supervivencia de las mujeres podria
estar ligada al cromosoma X, ya que se ha sefialado que este cromosoma modula
la produccion de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), la cual es
fundamental en la producciéon de NADPH que mantiene el glutation en estado
reducido®®. Muiltiples estudios reportan un efecto neuro-protector y cardio-protector
de los estrogenos, ya que la estructura quimica del 17-B estradiol, ademas de ser un
esteroide tiene un componente monofendlico similar at que tiene la vitamina E(o-
tocoferol)*”%8. Por otro lado, en un estudio realizado en tejidos de neonatos humanos
se comprobd que las células de Ias nifias son mas resistentes al EOx gue las de los
nifios, debido a una mayor concentracion intracelular de glutation®. También se ha
reportade que los niveles séricos de la enzima GPx son mas altos en las mujeres
que en los hombres a partir de los 20 afos, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa en la década de 50 a 59 anos®, lo cual demuestra ia
ventaja biolégica independientemente de la influencia que tienen los estrégenos
antes de la menopausia. Con respecto a los adultos mayores, nuestro grupo de
investigacion encontro, en la ciudad de México, que los hombres tenian el 64% de
dario al ADN en comparacién con el 38 % en las mujeres, con una razén de momios
(RM) de 2.86 (IC 95%: 1.31-6.32; p<0.05) acompaniado de una interaccién de niveles
bajos de antioxidantes totales con una RM = 2.5 (IC 95%: 1.33-4,68; p= 0.004)".

Asi mismo, et EOx constituye uno de los mecanismos fisiopatologicos mas
importantes involucrados en la génesis de los padecimientos crénicos
degenerativos, como: ateroesclerosis, artritis reumatoide, diabetes, cataratas, dafio
traumatico o isquémico al sistema nervioso cenfral, enfermedad de Parkinson,
Alzheimer y cancer'®®*®, padecimientos altamente frecuentes en las etapas tardias
de la vida (Figura 4).
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Figura 4. Interrelacion entre el estilo de vida, estrés oxidativo y padecimientos
cronicos degenerativos.

I1.4. Biomarcadores de estrés oxidativo

En general, se define como biomarcador a “/a respuesta biologica a
compuestos quimicos que dan una medida de exposicién ¥, algunas veces, también
un efecto téxico™. De ahi que los biomarcadores reflejan los cambios en los
sistemas biolégicos que estan relacionados a la exposicion o efecto de los
xenobidticos u otro tipo de factores o materiales toxicos, por lo que constituyen el
pesc de una evidencia aproximada, con respecto a si los organismos han estado
expuestos y si esa exposicidn estd asociada con un deterioro en !a salud. Se
subdividen en al menos tres tipos: biomarcadores de exposicioén, biomarcadores de
efecto y biomarcadores de susceptibilidad, siendo utilizados a nivel molecular,
celular y fisiologico®®. Generalmente, es mas util considerar multiples
biomarcadores disefiados para caracterizar la relacion entre e factor toxico, su dafo
y los efectos adversos en la salud, que tomar en cuenta una sola respuesta®.

Un biomarcador de efecto busca una valoracion de efectos adversos
tempranos o tardios, provocados por un téxico u otro factor en los sistemas
fisiologicos, 6rganos u organismos. El primer propésito del uso de un biomarcador
de efecto es la vigilancia, que es la identificacién de individuos o poblaciones en
resgo de efectos adversos a la salud para tomar medidas preventivas. Un
biomarcador de efecto ideal tiene al menos las siguientes caracteristicas: a) alta
especificidad para el efecto de interés, b) deteccion de un efecto temprano, C)
analisis facil y no costoso, d) técnicas de muestreo no Invasivas, e) bajo nivel
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antecedente del biomarcador en el fluido biolégico de interés, f) una relacion bien
establecida entre la respuesta del biomarcador y la exposicién, y, g) una relacion
bien establecida entre la respuesta del biomarcador y la induccion del dafo™'.

Una variedad de indicadores han sido desarrollados para determinar el dafio
mediado por ER o la generacion de RL in vivo, de ahi que los biomarcadores del
EOx integran el efecto de la exposicion a oxidantes acoplado con los mecanismos
protectores antioxidantes in vivo. Los biomarcadores que han sido estudiados
incluyen las mediciones de lipidos, proteinas y ADN oxidados, cuyas metodologias
han sido aplicadas a la investigacion epidemiolégica®®”.

La peroxidacion lipidica es probablemente el proceso inducido por RL mas
extensamente investigado. Los lipoperoxidos son compuestos inestables que
tienden a degradarse rapidamente en una variedad de productos, que incluyen:
dienos conjugados, alcanos (etano y pentano), productos aldehidicos
(malondialdehido, n-aldehidos y aldehidos o,B-insaturados) e isoprostanos®'©8:
aunque también pueden medirse directamente los hidroperoxidos®®,

Los productos de oxidacién de proteinas y derivados carbonilados de éstas
pueden resultar de modificaciones oxidativas en los aminoacidos terminales,
desdoblamiento de péptidos mediados por EROs y reacciones secundarias entre los
aminoacidos terminales y los lipoperdxidos. Se han desarrollado varios métodos
analiticos para la medicién de proteinas carboniladas en tejidos, pero estos
compuestos son muy labites, dificultando los procedimientos, de tal manera que se
ha argumentado que oftras modificaciones de las proteinas, tales como Ila
hidroxilacion aromatica de fenilalanina y fa conversion de tirosina a di-tirosina y nitro-
tirosina, son mejores marcadores del estrés oxidativo®""°.

Las EROs pueden producir entrecruzamientos proteinas-ADN, dafio a la
estructura fosfato-desoxirribosa y modificaciones especificas a las bases puricas y
pirimidimicas. La modificacion a las bases puede producir mutaciones, mientras que
la oxidacién en la desoxirribosa puede inducir la liberacién de bases o el
rompimiento de la hebra del ADN. Asi mismo, los OH" generan mdltiples productos
de las cuatro bases: 5-hidroxi-metil-uracilo, 8-hidroxiadenina, timidina glicol, 8-
hidroxiguanosina (80HG) y su nucledtido 8-hidroxi-2’-desoxi-guanosina (80OHdG),
siendo esta ultima medicion la mas ampliamente utilizada para valorar e} dafo
oxidativo al ADN3"71.

También se ha propuesto la llamada capacidad antioxidante total que
considera la accion acumulativa de todos los antioxidantes presentes en el plasma y
los fluidos corporales, siendo un pardmetro integrado, mas bien que una simple
suma de antioxidantes medidos®. Los meétodos desarrollados para medir la
capacidad antioxidante total de las muestras biolégicas valoran la habilidad de
compuestos donantes de un H* o electron para oxidar las especies introducidas en
el sistema de ensayo, por lo que son clasificados como métodos de inhibicion o
indirectos del poder antioxidante total’>’®. Aunque se han desarrollado un buen
namero de metodologias, la cuantificacion de la capacidad antioxidante permanece
como preoblematica.
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Otro marcador biolégico utilizado es el seguimiento de la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT. Para la SOD se emplea con mayor
frecuencia un método indirecto, en este método se genera O, con la enzima xantina
oxidasa (XO) a partir del sustrato xantina y la SOD compite con un colorante
indicador (INT) por el O;". La accién de la GPx puede ser valorada de diferentes
maneras, ya sea midiendo la liberacién de giutation (GSSG) o por accién de la
enzima en un hidroperéxido organico en presencia de H,O,. En el caso de la
actividad de la CAT se sigue la reaccion de descomposicién del H,O,, por la pérdida
de la absorcion a 240 nm, o por ia medicién de Ia liberacion de O, utilizando un
electrodo de oxigenc’™. Asi mismo, puede cuantificarse la concentracion de
vitaminas antioxidantes A y E, simultaneamente, por HPLC utilizando un detector de
absorcién ultravioleta-visible, permitiendo un andlisis rapido y facil’®; y Ia vitamina C
por una variedad de métodos que incluyen una serie de reacciones: oxidacion del
ascorbato a acido deshidroascorbico, reduccién del acido deshidroascorbico a
ascorbato o absorcion ultravioleta (UV) del ascorbato o acido deshidroascorbico;
siendo el método de eleccion el HPLC por ser mas preciso y exacto’”.

La medicion de la concentracién de los minerales que forman parte de la
estructura de las enzimas antioxidantes como son el selenic y el zinc, también han
sido empleados como biomarcadores de EOx, siendo cuantificados a través de
absorcién atémica’.

Il.5. Estrés oxidativo y envejecimiento

Hasta el momento, hay suficiente evidencia que demuestra que el estrés
oxidativo se incrementa con la edad, por ejemplo, Mecocci y cols. (1999)"° reportan
que hay un incremento en el dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN dependiente
de la edad en el musculo esquelético humano y Muchova y cols. (2001)%°
encontraron en pacientes con sindrome de Down, un modelo de envejecimiento
acelerado, como consecuencia del desbalance oxidativo.

En este sentido, Toussaint y cols. (1998)*? proponen que existe una relacion
reciproca entre el estrés no letal y el envejecimiento celular. El estrés genera dafio
que puede ser responsable del envejecimiento acelerado. Los sistemas de defensa Y
de reparacion, en respuesta al estrés oxidativo, son un esfuerzo de proteccion para
el organismo. Con el envejecimiento, la acumulacion de dafio puede dejar primero
una disminucién en la induccion o en el nivel constitutivo de defensas y, por lo tanto,
una desorganizacion de los sistemas de defensa, por lo que, la estimulacion del
metabolismo energético y de los sistemas de defensa-reparacién pueden prolongar
los efectos en la vida.

Por otro lado, es bien conocido que el envejecimiento se asocia con un
decremento sustancial en la actividad de numerosas enzimas y que muchas de ellas
han sido oxidadas, produciéndose una actividad reducida o inactivacién completa;
ademas existe un aumento en la cantidad de proteinas carboniladas formadas por
reacciones secundarias de los aminoacidos terminales de las proteinas con
productos de la peroxidacion lipidica o con productos de oxidacion de glucosa
(glucosilacion)’.
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El ADN genémico también es continuamente dafado por el metabolismo
oxidativo y los sistemas de reparacion de esta biomolécula disminuyen con la
edad®'. Varias lineas de evidencia indican que los teldmeros comprenden un
mecanismo de control de la senescencia, ya que existe una oxidacion en los
residuos de guanina del ADN® y rompimiento de la doble hélice que inducen su
acortamiento y, por tanto, el envejecimiento celular®'. Las evidencias indican que hay
una correlacién entre las deficiencias en la reparacion del ADN, la longevidad y la
funcionalidad celular®®*, por lo que el sindrome de fragilidad geriatrica (disminucién
de la reserva homeostética), podria ser consecuencia del dafio permanente al ADN
debido a déficits en los mecanismos de reparacion®.

Por otro lado, aunque las evidencias cientificas han demostrado que
conforme aumenta la edad se incrementa el dafio oxidativo y disminuyen los niveles
de antioxidantes, en el caso de los adulfos mayores sanos, a partir de la octava
década y sobre todo en el grupo de los centenarios, se observa una disminucion en
el dano oxidativo acompafnado de un incremento en Ia concentracidon de enzimas
antioxidantes™®, de ahi que los senectos sanos, mayores de 80 afios, son
estudiados bajo la orientacion tedrica del envejecimiento exitoso®. También se ha
demostrado que la asociacion dario al ADN-envejecimiento no es una caracieristica
del senecto® % y que los centenarios sanos muestran un perfil particular en los
antioxidantes plasmaticos, principalmente un incremento de las vitaminas A y E que
pueden ser una garantia para su extrema longevidad™. Asi mismo, Kagawa (1978)%!
reportd que en la isla de Okinawa en Japén se concentra el mayor porcentaje de
centenarios del pais, y que en dicha region la poblacién consume entre un 20 y 40%
menos calorfas que el promedio nacional, por lo que los factores ambientales y
culturales pueden tener una influencia significativa en la longevidad.

Es por esto que la manera como el anciano estructura su vejez y la forma
como percibe sus necesidades de salud en esta etapa son elementos a tener en
cuenta si se quiere comprender el proceso de envejecimiento y, finalmente, lograr un
envejecimiento exitoso.

I1.6. Ecologia y envejecimiento

La Ecologia estudia la interaccién de los organismos entre si y con su
ambiente. En este sentido, el ambiente o medio ambiente es un término que incluye
todas las condiciones y factores externos que afectan a cualquier arganismo o forma
de vida®, Desde 1962 se desarrolla, a nivel mundial, una serie de investigaciones
sobre ecologia humana en diversos ecosistemas enmarcadas en el Programa
Internacional Biolégico (IBP del inglés Infernational Biological Program). Parte de
este programa se relacionaba con la adaptabilidad humana desde el punto de vista
evolucionista, fisioldgico, morfolégico y genético, requiriendo que las poblaciones
sean investigadas como entidades funcionales que interactian con una gran
variedad de habitats y por io tanto, ser entendidas en términos adaptativos y
selectivos™. En la actualidad, la ecologia ha retomado su jerarquia en la historia
natural, enfatizando la importancia de la integridad de los ecosistemas en la
consideracion de las interacciones humanas con el ambiente®.
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El crecimiento de la poblacibn humana ha provocado un desequilibrio
ecolégico, tanto regional como global®®. A su vez, la poblacion mundial esta
envejeciendo como resultado de dos factores: el declive de fa fertilidad y el
incremento en la esperanza de vida; por lo que el mundo esta experimentando una
gradual transicion demografica de patrones de alta fertilidad y alta mortalidad a una
baja fertilidad y retardo de la mortalidad, con el consecuente incremento en la
proporcidon de adultos mayores con respecto a los jovenes. De igual manera,
mundialmente se esta dando la llamada transicién epidemiolégica, en donde hay un
cambio en las causas de muerte pasando de enfermedades infecto-contagiosas a
créhico-degenerativas por el incremento de adultos mayores e impactando en la
ecologia®. Todas las poblaciones son limitadas en su desarrollo por la
sustentabilidad dependiente del ambiente, ya que proveen de alimentacion y
energia, y la extension de la contaminacién por el uso que de esas fuentes se
produce y que se revierte sobre la poblacion como una fuente de estrés.

El estrés fisico y psicolégico ha sido estudiado en poblaciones humanas en
una amplia variedad de habitats, intentando de esta manera descubrir como la
variacion en la constitucion genética y la exposicion a un ambiente determinado por
largo tiempo, impone limitaciones y modificaciones de respuesta fenotipica y de
comportamiento, lo que llevaria a determinar si las poblaciones con diferente
constitucion genética responden de igual manera a condiciones ecolégicas
similares®.

Los biodemografos, demografos y epidemiodlogos han identificado y verificado
la importancia demografica de las fuentes de variacion individual (heterogeneidad)
como: educacion, estilo de vida, ingresos econdémicos y ocupaciéon. Cuando se
combinan con una extensiva variacion biolbgica, estas fuentes de heterogeneidad
tienen un potencial que ejerce una profunda influencia en la mortalidad diferencial de
los individuos y las caracteristicas biodemograficas de las poblaciones a las que
pertenecen. Los longevos poseen caracteristicas fisiologicas y psicolégicas que los
distinguen de los que mueren en edades mas jovenes, y es lo que los gerontélogos
han diferenciade como envejecimiento exitoso. Algunos investigadores han sugerido
que los genes son, probablemente, los que juegan un papel importante en el
proceso de envejecimiento y en el envejecimiento exitoso, en particular, mientras
que otros argumentan que los estilos de vida seleceionados son mas importantes
para el envejecimiento exitoso que la herencia®’. .

Los estudios de la ecologia y su relacién con el envejecimiento comenzaron
hacia finales de los afios 60’s, haciendo énfasis en la interrelacion del ambiente con
parametros bioldgicos, sociales, econdmicos y de atencién médica®'®. En este
sentido se destaca la propuesta de dos modelos ecologicos de envejecimiento
enfocados al comportamiento humanc y la sensacién subjetiva del bienestar, como
un reflejo de la interaccién social entre el individuo y su ambiente'®:

1. Modelo ecolégico de envejecimiento de Lawton y Nahemow (1973) que
caracteriza a los individuos como poseedores de varios grados de
competencia en 4 esferas: 1) salud biolégica (cantidad y severidad de
condiciones meédicas cronicas); 2) funcionalidad senso-motora (habilidad para
llevar a cabo actividades de la vida diaria); 3) destreza cognitiva (habilidad
para resolver problemas); y 4) fuerza del ego {autoestima).
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2. Modelo ecolégico urbano del envejecimiento que incorpora las 4 esferas de
Lawton-Nahemow y corrige las limitaciones del modelo que: 1) incluye el
ambiente suprapersonal y caracteristicas fisicas del vecindario; 2) da mayor
especificidad al dominio del ambiente suprapersonal de la vecindad urbana; 3)
estandariza los componentes conmesurados objetivos y percibidos para el
ambiente suprapersonal.

Se ha sugerido que la aplicacion del modelo ecolégico urbano en las
investigaciones del bienestar subjetivo de los adultos mayores en cuanto a su
entorno, reduce la varianza inexplicada por el control de los efectos del ambiente
supraperscnal a través de una variedad de lugares {comunidades urbanas, rurales o
suburbanas)'®.

Con respecto a la cuestion bioldgica, las investigaciones se han enfocado a la
adaptabilidad y al efecto de la contaminacion ambiental. Para algunos autores, el
envejecimiento representa una inadaptacion, un declive en la habilidad para
adaptarse al estrés ambiental; pero ofros consideran que en el proceso de
envejecimiento hay algunos ajustes psicologicos y fisioldgicos que habilitan a la
gente mayor para hacer frente a la regresiéon funcional. Aunque los niveles de
equilibrio psicolégico pueden no cambiar durante el envejecimiento, hay evidencia
de un incremento en la inercia de los sistemas contralados, por lo que el organismo
envejecido debe cambiar a una estrategia adaptativa®.

El ambiente urbano es considerado como un factor pro-oxidante, promotor del
envejecimiento y de las enfermedades cronico-degenerativas, debido a la presencia
de cambios en la reserva de energia corporal por los patrones de actividad urbana y
las dietas, el estrés psicolodgico, los gradientes sociales, el acentuado contacto entre
grupos sociales que producen un aumento en la transmision y evolucion de
enfermedades infecciosas y el incremento en la contaminacion por efecto de la

industria y el transporte'%°.

Desde el punto de vista demografico se define como &rea urbana a una
ciudad con poblacién >15000 habitantes,'® no obstante esta definicion no describe
las caracteristicas de infraestructura urbana, estilo de vida, grado de
industrializacién, trafico vehicular y contaminacidn ambiental que muchas de las
ciudades urbanas modernas presentan y que pueden influir en el proceso vy tipo de
envejecimiento de sus habitantes, de ahi que lo mas adecuado sea describir las
caracteristicas de ia poblacion independientemente del criterio demografico.

Por ofro lado, la urbanizacién de un pais es el porcentaje de la poblacién que
vive en un area urbana y el crecimiento urbano es la tasa de aumento de las
poblaciones urbanas. Se conoce que las poblaciones urbanas crecen por aumento
de ia natalidad (mas nacimientos que muertes) y por inmigracién, ademas, de que la
mayoria de las ciudades modernas utiliza recursos en forma ineficiente,
desperdiciando mas energia de la necesaria y produciendo contaminacién del aire y
del agua, asi como deshechos sélidos y peligrosos. De acuerdo con un modelo
simple, la degradacion del ambiente total y la contaminacién (impacto ambiental de
la poblacion) en un area dada, depende de tres factores: el nimero de personas,
numero promedio de unidades de los recursos que cada persona emplea y el grado
de degradacion, y contaminacién ambiental generados cuando se produce y usa
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cada unidad de recursos®. Por el contrario, las poblaciones rurales se caracterizan
por emigracion continua de los jovenes y actividades economicas como agricultura,
administracion de granjas, comercio y artesanias, entre otras’®

En la 2% Conferencia Europea de Ambiente y Salud llevada a cabo en Helsinki
en junio de 1894, se considerd gue la salud urbana era un tema prioritario debido a
la rapida urbanizacién y el incremento en el nimero de problemas ambientales,
economlcos y sociales, que impactan negativamente en la salud y bienestar de las
ciudades'”’. En este sentido, desde el punto de vista epidemioldgico y antropolégico,
se prefiere estudiar los rasgos urbanos, puesto que se involucra el analisis y la
medicion de factores individuales que representan las dimensiones del urbanismo
como: niveles de estrés, patrones de actividad, contaminantes especificos, etc., lo
que hace que las investigaciones sean replicables y generalizables'®®

Unc de los problemas principales en las grandes urbes es la contaminacion
ambiental que surge cuando se produce un desequilibrio ambiental por la presencia
en exceso, cuantitativa o cualitativa, de materia o energfa % Diversos estudios han
demostrado que los individuos mas susceptibles al efecto dafino de la
contaminacién ambiental son los adultos mayores y los sujetos que tienen una
enfermedad cardiovascular cronica o alguna condicién que involucra la funcionalidad
pulmonar, ademas de los nifios ',

Los contaminantes individuales del aire pueden ejercer sus propios efectos
toxicos en los sistemas cardiovascular y respiratorio, el ozono (Qs), didxido de
nitrogeno (NOz) y material particulado o particulas en suspensién (PM) comparten la
propiedad comun de ser potentes oxidantes, cada uno directamente a través de
reacciones en los lipidos, protemas y ADN, o indirectamente por la activacién de
vias intracelulares oxidantes''?. Las particulas ambientales del aire contaminado son
medidas por una convencion de muestreo global lamado PM,g que mide la masa de
particulas colectadas con un 50% de eficiencia para particulas aerodinamicas con
diametro de 10 pm, aunque hay unas mas pequefias’’''*2. Se denomina fraccion
gruesa a las particulas suspendidas con un diametro menor a 10 um pero mayor a
2.5 ym (PM1o_25) cuyos componentes provienen de fuentes naturales como material
geogénico y material biolégico'"®, Las particulas ultrafinas {Uf) miden menos de 100
nm de diametro y son producto de la combustién, condensacién de especies
volatiles y conversion gas—particula'"

La exposicién a varios contaminantes ambientales tales como O3, NO, y PM,
pueden inducir inflamacién pulmonar acompanada de la liberacién de niveles
incrementados de mediadores inflamatorics como la prostaglandina E; (PGE,),
factor activador de plaquetas, citocinas, histamina, proteinas secretadas por los
eosindfilos, proteasas etc., e infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y
eosindfilos’'®. A nivel cardlovascular fa inhalacion de PMzs y O3 por corto tiempo
produce vasoconstriccion por alteraciones en el tono y la reactividad arterial''®, asi
como el aumento de los niveles de PM, 5 se asocia con alteraciones pro-arritmicas
en el tono autondmico cardiaco, incremento de la presion sanguinea y aumento de la
concentracion de proteina C reactiva inducidos por el proceso inflamatorio
pulmonar''7:118.
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Aungue es evidente que existe una asociacién (demostrada en diversos
estudios epidemioldgicos) entre el incremento de los contaminantes ambientales y
diversos efectos adversos en la salud a corto y largo plazo'® ' en realidad, la
determinacion de una exposiciéon individual a los contaminantes del aire es
dependiente de los patrones de actividad del individuo, lo cual esta reflejado en el
consumo de tiempo en diferentes microambientes {el domicilio, los vehiculos, el
ambiente urbano)'?', es por eilo que recientemente se ha estipulado que no es
posible generalizar debido a que hay diferentes componentes en el aire contaminado
a los cuales un individuo puede ser susceptible, ademéas de haber una diferencia en
fa composicion del aire exterior {la calle) e interior (domicilio, lugares de trabajo,
etc.), conformandose los llamados microambientes''®'?"; definiéndose como
microambiente el compartimiento fisico o espacio definido con concentraciones de
aire contaminado relativamente homogéneo'®'.

Con respecto al impacto de la contaminacién en los adultos mayores, los
estudios se han enfocado a determinar el efecto de los contaminantes en la
mortalidad general y la morbi-mortalidad causa-especifica por problemas
pulmonares y cardiovasculares. En un metanalisis, en donde se incluyeron las
principales investigaciones de series de tiempo de la variacion diaria concomitante
entre la calidad del aire y el nimero de muertes diarias durante los afios 80 y 90 en
America, Europa, Asia y Oceania, llevado a cabo por Rosales-Castillo y cols.
(2001)"*? se reporta que la mortalidad general en los > 65 afios incrementa 1.18%/10
ng/m® (ICosy 0.66—1.57%) de PMg y 0.07%/0.01 ppm (ICssy -2.16-2.29%) de O;,
ajustado por particulas. En México, Borja-Aburto y cols. (1997)'% en un estudio de
19901992 reportan un riesgo relativo (RR) de 0.99 (ICgs4 0.95-1.04) en la
mortalidad diaria asociada al aumento de 0.1 ppm/1 h de O; ajustado por
temperatura y total de particulas suspendidas; y 1.026 (ICgs%, 1.00-1.05) por 0.1
ppm de O3 acumulado durante 3 dias.

En cuanto a la morbilidad, la admision hospitalaria derivada de la exposicién a
una contingencia ambiental se incrementa principalmente por problemas pulmonares
y cardiovasculares; al respecto, Zanobetti y cols. (2000)'** en Chicago observaron
un incremento de 1.89%/10 ug/m® (0.8-3.0%) de PM;o para enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), indicando que si pre-existe una enfermedad
cardiovascular se aumenta sustancialmente el riesgo de admisiones respiratorias
asociadas con las particulas ambientales. Por otro lado, Lerman y cols. (1998)'%°
encontraron una prevalencia de diabetes mellitus mas alta en ancianos con
residencia en el area urbana (ciudad de México) en comparacion con un grupo del
area rural.

También se ha estudiado el impacto del urbanismo en la satisfaccion de la
vida de los adultos mayores, ya que algunos autores refieren que los senectos que
habitan en areas rurales expresan tener una gran satisfaccién, observandose un
efecto indirecto de! urbanismo en la insatisfaccion por la vida'®. En otra
investigacion de la influencia de factores sociales en un grupo de adultos mayores
indigentes, se identificaron como aspectos dafinos del ambiente urbano: la
distribucion espacio-temporal, los factores del ambiente natural (temperatura,
patrones de luz-obscuridad) y los factores del ambiente creados por el humano
(trafico y crimenes), ademas de patrones de comportamiento, como el abuso de
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alcohol'?”. Por lo que podemos decir que la esfera psico-social también se altera en
los adultos mayores por la urbanidad.

Finalmente es importante resaltar la influencia del urbanismo sobre la
funcionalidad fisica, psicolégica y social de los adultos mayores, ya que un anciano
funcional en el area rural puede presentar limitaciones funcionales en el area
urbana, asi mismo un adulto mayor con limitaciones funcionales en el area urbana
puede ser totalmente funcional en el area rural, de ahi que el urbanismo sea un
tépico de estudio de gran relevancia para la Gerontologia social'?.
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Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los factores psicosociales que conforman un estilo de vida pueden actuar solos
o combinados ejerciendo diferentes efectos en el transcurso de la misma, afectando la
salud si estos comportamientos son adversos, como: fumar, ingerir alcohol, dieta
deficiente, inactividad fisica y el lugar de residencia, prediciendo la habilidad de los
adultos mayores para vivir independientemente en comunidad. Estos mismos factores
se han relacionado con la produccidn en exceso de moléculas reactivas y/o la
deficiencia en los sistemas antioxidantes, que aunados al proceso de envejecimiento,
pueden llevar a cambios fisiopatolégicos en los aduitos mayores que los conducen a un
estado de fragilidad.

Los ancianos de la ciudad de México estan expuestos a mayor nimero de
factores de riesgo pro-oxidantes en comparacion con los que radican en ciudades
menos urbanizadas o rurales del pais, debido al estilo de vida agitado y a la
contaminacién ambiental que caracteriza a esta ciudad, esta posible relacion ha sido
abordada parcialmente en diferentes estudios, sin embargo, sélo se analiza el estrés
oxidativo o Unicamente el efecto del estilo de vida durante el envejecimiento para
producir enfermedad o fragilidad, por lo que es necesario integrar los aspectos
conductuales con jos bioquimicos celulares, considerando al ser humano mas
holisticamente, de ahi que surgen las siguientes preguntas de investigacion:

- ¢Los adultos mayores de la ciudad de México, sometidos a un mayor nimero de
factores pro-oxidantes, presentan mayor estrés oxidativo y mayor frecuencia de
padecimientos cronicos degenerativos, que los residentes de un area rural?

- (Existe asociacion entre el grado de estrés oxidativo con el nimero de enfermedades
y limitaciones en la funcionalidad fisica y cognitiva en los adultos mayores?

- ¢La residencia en el area urbana (ciudad de México) constituye un factor de riesgo
para el estrés oxidativo en los adultos mayores?
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IV. HIPOTESIS

Considerando que la contaminacion ambiental y el estilo de vida caracterizado
por: tabaquismo, ingesta de alcohol, sedentarismo, pocas horas de suefio y obesidad,
son factores pro-oxidantes, suponemos que los ancianos con residencia en la ciudad de
México tendran mayor estrés oxidativo y mayor frecuencia de padecimientos crénicos
degenerativos que los ancianos con residencia en el area rural.

Tomando en cuenta la asociacién de la produccidon excesiva de los radicales
libres con la fisiopatologia de los padecimientos cronicos degenerativos, suponemos
que el grado de estrés oxidativo se asociard con el nimero y/o gravedad de la
patologia y el estado de salud de los ancianos en estudio.

Con fundamento en las evidencias cientificas respecto a que la contaminacion
ambiental y el estilo de vida agitado de la ciudad de México incrementan el estrés
oxidativo, suponemos que el lugar de residencia urbano constituye un factor de riesgo
para niveles de lipoperoxidos plasmaticos altos con mayor predominio en los adultos
mayores.
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V. OBJETIVOS

General

Evaluar el estrés oxidativo en adultos mayores de un area rural y otra urbana y su
relacion con las enfermedades crénicas degenerativas caracteristicas de esa edad.

Determinar si la contaminacion ambiental de la ciudad de México es un factor pro-
oxidante para sus residentes.

Particulares

- Comparar algunos marcadores relevantes de estrés oxidativo de adultos mayores |

residentes de la ciudad de México y de Actopan, Hgo. con un grupo de adultos
jévenes sin factores pro-oxidantes residentes del area rural y otro de residentes del
area urbana.

- Comparar la frecuencia de estrés oxidativo y padecimientos cronicos degenerativos
(diabetes mellitus e hipertension arterial) en adultos mayores residentes de la ciudad
de México y de Actopan, Hgo.

- Determinar la asociacion entre los factores pro-oxidantes: edad, sexo, tabaquismo
activo, ingesta de alcohol, inactividad fisica, obesidad, horas de suefio y niveles de
glucosa con los marcadores de estrés oxidativo.

- Determinar ia asociacion entre los factores pro-oxidantes y el estado de salud de los
adultos mayores.
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VI. MATERIAL Y METODOS

VI 1. Disefio de Investigacion: Se llevo a cabo un estudio de tipo transversal analitico en
una poblacion de 200 adultos mayores de 60-80 afios en una seleccion por cuotas, 112
con residencia en la ciudad de México con un promedio de estancia de 33.3 + 17.9 afios
(edad 66.8 + 6.4 afos) y 88 de Actopan, Hgo. con promedio de residencia de 42.2 +
22.6 anos (edad 70.8 = 8.4 afos). Se incluyeron dos grupos de adultos jévenes (25-45
anos): 38 de la ciudad de México (edad 34 + 6.2 afos) y 37 de Actopan, Hgo. (edad 33
1 6.4 anos).

VI.2. Caracterizacion de las poblaciones

- Actopan, Hgo.:
Es un poblado perteneciente al vaile de Mezquital, region situada en el occidente del
estado, localizada a! este del mismo'®, Se encuentra a 130 kilémetros al norte de ia
ciudad de México y es una de las poblaciones de mayor importancia en el estado de
Hidalgo a 2,069 metros sobre el nivel del mar, con un clima templado seco y lluvias
en verano. El municipio tiene una extension de 280.10 km? y es la (nica ciudad
hidalguense que se comunica con Pachuca, la capital del Estado, por una
supercarretera’®. De acuerdo al monitoreo ambiental, tiene un promedio anual de
0.070 + 0.010 ppm de ozono y 104 + 47 pg/m® de PM10’31. Una buena proporcién de
los pobladores tienen origen otomi o hfidhdd, por lo que sus principales actividades
econdmicas son la agricultura y las artesanias, siendo el cultivo mas importante el
maguey, aunque también se produce: maiz, frijol, nopal, calabaza y garbanzo, que
constituyen la base de su alimentacion 3133,

- Ciudad de México:
Capital del pais gue limita al norte, oeste y este con el estado de México y al sur con
el estado de Morelos y representa el 1% de la superficie del pais. Su relieve esta
conformado por una mitad norte plana, con una altitud superior a 2.200 m
interrumpida por pequefias elevaciones. Posee un clima templado semiseco en el
noreste y templado subhimedo en el centro y sur’**'. El reporte de la red de
monitoreo ambiental indica un promedio anual de 0.155 + 0.46 ppm de ozono y 122
+ 27 pg/m® de PMy''. Es el principal centro industrial, comercial, de
comunicaciones y transportes, demografico, administrativo y cultural del pais. Su
industria esta altamente diversificada y desarrollada. Son de primer orden las ramas
metalica y sus productos derivados, el ensamblado de autos, asi como las industrias
de productos quimicos, alimenticios, textiles, petroliferos y eléctricos. En tan soélo el
1% del territorio se concentra aproximadamente el 20% de la poblacion nacional (lo

que supone una densidad de poblacion de 5.494 hab/km?) y el 50% de la actividad
industrial*®,
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V1.3. Criterios de seleccién:
* Grupo de residencia urbana:

Inclusion:

» Clinicamente sanos no importando el sexo.

» Para el caso de los adultos mayores con enfermedades, que estén controlados
bajo tratamiento médico sin descompensacion en los Gltimos 6 meses.

» Con residencia en la ciudad de México por mas de cinco afios.

> Sin ingesta de antioxidantes: vitaminas A, C y/o E, y/o melatonina.

Exclusion:

» Sujetos que no deseen participar en la investigacion.

» Sujetos que presenten cualquier tipo de cancer y/o padecimientos psiquiatricos
y/o padecimientos afectivos severos.

> En el caso de los aduitos, exposicion a factores pro-oxidantes: tabaco, alcohol,
sedentarismo, polifarmacia, obesidad e insomnio.

* Grupo de residencia rural:

Inclusion:

» Clinicamente sanos no importando el sexo.

» En el caso de los adultos mayores con enfermedades, que estén controlados bajo
tratamiento médico sin descompensacién en los dltimos 6 meses.

» Con residencia en Actopan, Hgo. por mas de cinco afios.

» 8in ingesta de antioxidantes: vitaminas A, C y/o E, y/o melatonina.

Exclusion:

» Sujetos que no deseen participar en la investigacion.

> Sujetos que presenten cualquier tipo de cancer y/lo padecimientos
cardiovasculares y/o diabetes mellitus descompensada.

> En el caso de los adultos, exposicion a factores pro-oxidantes: tabaco, alcohol,
sedentarismo, polifarmacia, obesidad e insomnio.

VI1.4. Variables:
e VI.4.1. Dependiente: Estrés oxidativo.

Definicion conceptual: Desequilibrio bioquimico producido por las especies reactivas,
medido a través de los niveles de lipoperéxidos séricos, y los sistemas antioxidantes
(enzimas antioxidantes SOD y GPx y capacidad sérica antioxidante total Yy
antioxidantes no medidos)'.

Definicion operacional: Niveles de lipoperéxidos séricos, actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx en eritrocitos, capacidad sérica antioxidante total y
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antioxidantes no medidos, en una muestra sanguinea tomada con ayuno de 8 horas
entre 7 - 9 am.

Niveles de medicion: Todas las mediciones seran consideradas en dos niveles de
medicion:

- Escala de medicidon cuantitativa, obteniéndose los valores cuantitativos de
cada una de las determinaciones descritas.

- Escala de medicidon cualitativa, considerandose positivo cuando los niveles de
lipoperdxidos séricos son altos (= 0.340 umol/L) y se tiene alguna deficiencia
en el sistema antioxidante: deficiencia antioxidante enzimatica (DAEN) si la
razén SOD/GPx z 0.023 y la defensa exdégena se encuentra de acuerdo a los
valores de corte (AT = 0.90 mmol/lL y GAP 2 190 umol/L); deficiencia
antioxidante exdgena (DAEX) si los AT y GAP estan disminuidos y la razon
SOD/GPx por debajo del valor de corte; y, finalmente, deficiencia global del
sistema antioxidante (DGSA) si los componentes de ambas partes se
encuentran fuera de lo estipulado como valores de corte.

Los limites para definir estrés oxidativo se establecieron con los valores de corte del
percentil 90, siguiendo el método de valores de referencia no paramétrico’’, de un
grupo control de adultos jovenes de Actopan, Hgo. {poblado con baja contaminacion
ambiental), clinicamente sanos, sin ingesta de complementos antioxidantes, sin
exposicidon a factores pro-oxidantes (tabaquismo, ingesta de alcohol, actividad
laboral con exposicién a toxicos), con actividad fisica moderada (caminata 30
min./dia) y que duermen = 6 h/dia.:

- LPO z 0.340 pmol/L
- SOD<170UL

- GPx <5500 U/L

- AT <0.90 mmol/L

- SOD/GPx =2 0.023

- GAP < 190 pmol/L

e VI.4.2. Independientes:
o Estado de salud

Definicidn conceptual: Capacidad funcional para llevar a cabo actividades de la vida
diaria que le permiten vivir en comunidad y ausencia o mantenimiento del control de

enfermedades crénico degenerativas'®,

Definicidon operacional: Capacidad funcional establecida a través de una serie de
instrumentos de medicion estandarizados y aplicados a los adultos mayores por
personal capacitado, ademas del establecimiento de la severidad de enfermedades
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cronicas, si las hubiera, relacionadas con el estrés oxidativo: diabetes mellitus e
hipertensién arterial.

Niveles de medicion: Escala de medicion cualitativa con dos niveles:
- Pro-oxidantes si presenta alguno de los siguientes puntos:
a) Funcionalidad fisica establecida a través de los instrumentos:
Escala funcional de salud de Rosow y Breslau, si es incapaz de
realizar un ftrabajo pesado, caminar un km y subir y bajar
escaleras.

- Indice modificado de Katz, si muestra dependencia para realizar
actividades basicas de la vida diaria como: banarse, alimentarse,
vestirse, moverse, arreglo personal y caminar en casa.

- Cuestionario de actividades fisicas de Nagi, si es incapaz de
realizar funciones motoras.
Actividades instrumentales de la vida diaria de Lawton y Brody,
mostrando dependencia en 7 funciones basicas de la vida diaria.
b) Padecimientos cronicos degenerativos relacionados con el estrés
oxidativo evaluados por el examen médico y la historia clinica
orientada por problemas, clasificada como: enfermedades que
causan estrés oxidativo que estan provocando problemas
moderados, enfermedades que provocan estrés oxidativo y no
estan controladas. Niveles de glucosa sérica =2 140 mg/dL.

c) Deterioro cognitivo establecido con el Mini Examen Mental de

Fostein modificado considerandose positivo con una puntuacién <

23.

d) Estado depresivo no patologico evaluado con la Escala de

Depresion Geriatrica de Yesavage siendo positiva con una

puntuacion > 11.

- No pro-oxidante si presenta alguno de los siguientes puntos:

a) Funcionalidad fisica determinada a través de los instrumentos:

- Escala funcionai de salud de Rosow y Breslau siendo capaz en
las tres mediciones de la escala.

- Indice modificado de Katz, mostrando independencia en las
actividades basicas de la vida diaria como: bafarse, alimentarse,
vestirse, moverse, arreglo personal y caminar en casa.

- Cuestionario de actividades fisicas de Nagi mostrando
capacidad en las funciones motoras.

- Actividades instrumentales de la vida diaria de Lawton y Brody
siendo independiente en 7 funciones basicas de la vida diaria.

b) Padecimientos cronicos degenerativos no relacionados con el

estrés oxidativo evaluados por el examen médico y la historia

clinica, clasificadas como: ausencia de enfermedad y enfermedades

que no causan estrés oxidativo. Niveles séricos de glucosa = 140

mg/dL.
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¢) Estado cognitivo normal con una puntuacién 24 — 30 en el Mini
Examen Mental de Folstein modificado.
d) Estado afectivo normal con una puntuacion 0 — 10 en la Escala
de Depresién Geriatrica de Yesavage.

o Estilo de vida

Definicion conceptual: Comportamientos que tienen impacto en la salud, que incluye:
tabaquismo, ingesta de alcohol, inactividad fisica, horas de suefio y obesidad.

Definicion operacional: Presencia de factores de riesgo pro-oxidantes y la magnitud
del factor, establecidos a través de una serie de instrumentos de medicion
estandarizados y aplicados a los adultos mayores por personal capacitado,
clasificados como estilo de vida pro-oxidante y no pro-oxidante.

Niveles de medicion: Escala de medicion cualitativa con dos niveles:
- Pro-oxidantes si presenta alguno de los siguientes aspectos:

a) El tabaquismo es positivo por mas de 2 afos, considerando el
namero de cigarros consumidos en un dia.

b) Ingesta de alcohol positiva por mas de 2 afos, considerando el
numero de copas ingeridas a la semana.

c) Actividad fisica negativa, cuando se realice menos de 20 min. de
actividad fisica aerébica 3 veces a la semana'®®

d) Dormir <6 h/ dia.

e) Obesidad se considera cuando el IMC 2 27 kg/m®.

- No pro-oxidante si presenta alguno de los siguientes aspectos:

a) El tabaquismo es negativo en los Gltimos 2 afios.

b) Ingesta de alcohol es negativa en los Gltimos 2 afos 0 positiva en
no mas de 1 copa por semana.

c) Actividad fisica positiva, realizando mas de 20 mln de actividad
fisica aerobica 3 veces a la semana'™>.

d) Dormir> 6 h/d.

e) Peso normal cuando el IMC < 27 kg/m?.

o Lugar de residencia

Definicion conceptual: Lugar donde han residido los participantes por mas de 5
afios.

Definicion operacional: Area de residencia en el momento del estudio.

Niveles de medicion: Escala de medicion cualitativa nominal: urbana o rural.
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o V143 Basales
o Edad

Definiciéon conceptual: Tiempo cronolédgico transcurrido desde el nacimiento hasta la
captacion del senecto en el estudio.
Definicion operacional: Edad en afios cumplidos al momento de iniciado el estudio.

Niveles de medicion: Tipo de escala cuantitativa, escala de medicion de razén.

o Sexo

Definicion conceptual: Caracteristicas fenotipicas que distinguen al ser humano
(femenino/masculino).

Definicion operacional: Caracteristicas externas que distinguen al sexo femenino del
masculino.

Niveles de medicion: Tipo de escala nominal, escala de medicién dicotomica.

V1.5. Procedimientos

VI.5.1. Descripcion general del estudio:

Como mediciones iniciales se les realizd, a todos los grupos, una historia clinica,
exploracion fisica y medidas antropométricas (peso y talla con el célculo de los indices
de masa corporat [IMC] y cintura-cadera [ICC]), y se les tomaron muestras sanguineas
en tubos al vacio con EDTA y heparina como anticoagulantes y sin anticoagulante,
entre 7-9 am. con un ayuno de 8 horas y lievandose a cabo las determinaciones de
biometria hematica completa, quimica sanguinea de 4 elementos, colesterol,
triglicéridos, HDLc y albumina, como pruebas de tamizaje clinico. El estrés oxidativo se
cuantificé a través de las técnicas de peroxidacion lipidica plasmatica por el método del
malondialdehido (MDA) midiendo TBARS'¥; capacidad plasmatica de antioxidantes
totales y actividad de SOD y GPx en eritrocitos utilizando métodos comerciales (Randox
Laboratorios, Ltd), todos en una muestra de sangre heparinizada. Los antioxidantes no
medidos fuercn calculados a través de la formula:

AT — ([concentracién de albumina X 0.69] + [concentracion de &cido Gricol)
También se calculd ta razén SOD/GPx realizando el cociente entre los valores de
actividad enzimatica obtenidos en U/L para las mencionadas enzimas y la brecha de

antioxidantes (GAP) utilizando la operacion™':

GAP = [AT — ((albumina X 0.69) + acido Grico)]
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Tanto la albimina como el acido drico deben estar expresados como umol/L.

A los adultos mayores se les aplicaron los siguientes instrumentos: Cuestionario
de factores de riesgo pro-oxidantes, Escala de Depresion Geriatrica de Yesavage
(GDS), Mini Examen Mental de Folstein, Escala Funcional de Rosow y Breslau, indice
de Katz modificado, Cuestionario de Actividades Fisicas de Nagi y Actividades
Instrumentales de Lawton y Brody en tres sesiones, una para el cuestionario de factores
de riesgo y la Escala de Depresion Geriatrica de Yesavage, otra para el Mini Examen
Mental de Folstein, y una tercera para los indices de funcionalidad, todos por entrevista
abierta.

Los datos de la contaminacién atmosférica fueron tomados del informe anual de
la Red de Monitoreo Atmosférico, reportandose para la ciudad de México 0.155 £ 0.46
ppm de ozono y para Actopan, Hgo. 0.070 + 0.010 ppm (p <0.0001); PMo para la
ciudad de México 122 + 27 pg/m® y Actopan 104 +47 ug/m® (p = 0.064)"".

Vi.5.2. Téecnicas:

e VIL.52.1. Lipoperoxidacion (Método de acido tiobarbitirico [TBARS]
modificado)'*

Principio del analisis: El malonildialdehido (MDA), considerado un marcador de
lipoperoxidacion, reacciona con el &cido 2-tiobarbitirico (TBA) formando aductos
(TBARS) que se miden espectrofotométricamente a 532 nm. Durante la reaccion se
incrementan los TBARS por auto-oxidacion, agregando butiril-hidroxitolueno (BHT) se
reduce la formacién de lipoperdxidos in vitro.

Método: Preparar una curva de calibracién de MDA por hidrélisis de tetrametoxipropano
(TMP), a partir de una solucion 0.2 mM de TMP, como sigue:

Tubo MDA Solucion TMP ~ H3PO4s 1% TBA 0.6% H20
pmol/L pl mbL miL mL
Blanco 0 0 3.0 1.0 1.00
1 0.2 5 3.0 1.0 1.00
2 0.4 10 3.0 1.0 0.99
3 0.8 20 3.0 1.0 0.98
4 1.2 30 3.0 1.0 0.97
5 2.0 50 3.0 1.0 0.95
6 2.8 70 3.0 1.0 0.93
7 4.0 100 3.0 1.0 0.90

Poner en un bafo de agua a 90°C durante 45 min. en tubos tapados. Enfriar, extraer
con 1.0 mL de n-butanol, tomar 500 pL de la fase de butanol y leer a 535 y 572 nm.
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Las muestras sanguineas heparinizadas se centrifugan a 1724.31 g (3000 rpm) durante

5 min., separar el plasma y agregarles 10 pL de BHT en etanol (5 mmol/L), esto debe
hacerse lo mas rapido posible después de tomada la muestra.

Colocar 400 uL de plasma, 50 pL de BHT (5 mmol/L en etanol) y 400 pL de acido orto-
fosforico (0.2 mol/L) en un tubo de 12X75 mm y mezclar en vortex durante 10 seg.
Adicionar 50 pl. de TBA (0.11 mol/lL en NaOH) y mezclar en vortex nuevamente.
Colocar los tubos tapados en un bafio de agua a 90°C durante 45 min. Después de ese
tiempo, enfriar en hielo y extraer las TBARS con 1.0 mL de n-butanol. Centrifugar los
tubos a 4789.75 g (5000 rpm) por 1 min. Tomar 600 pL de la fase de butanol y leer en el
espectro a 535y 572 nm para corregir la absorcion de la celda.

Calculos: Construir una grafica de absorcion vs. concentracion de TBARS, utilizando la
diferencia de absorcién entre las dos longitudes de onda. Interpolar los resultados de
los problemas en la grafica.

e VI.5.2.2. Glutatién peroxidasa (Método cinético UV)

Principio del analisis: La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacion del glutation
(GSH) por e! hidroperéxido de cumeno. El glutation oxidado (GSSG) en presencia de
glutation reductasa (GR) y NADPH es convertido en su forma reducida con una
oxidacion concomitante de NADPH en NADP*. Se mide la disminucion de la absorcién a
340 nm.

Meétodo: Diluir 50 pL de sangre heparinizada con 1.0 mL de solucion diluyente, incubar
durante 5 min. y afadir 1.0 mL de reactivo de Drabkin a doble concentracion
mezclando. Las muestras deben ser analizadas en los 20 min. después de la adicién
del reactivo de Drabkin.

Colocar en un tubo de ensayo de 12X75 mm 20 pL de la muestra diluida a la cual se le
agregan 1.0 mL. de reactivo de [GSH (4 mmoV/L)/GR (> 5 U/LYNADPH (0.34 mmol/L)] y
40 pL de hidroperdxido de cumeno (0.18 mmol/L). Mezclar y leer la absorcion inicial a
340 nm al cabo de un minuto. Repetir la medicion al cabo de 1 y 2 minutos después de
la primera lectura. Preparar un tubo blanco con 20 pL de agua destilada, 1.0 mL de
reactivo y 40 pL de hidroperdxido de cumeno y hacer las mismas mediciones. Restar el
valor obtenido para el blanco a la muestra. Obtener el promedio de la diferencia de las
absorciones/min. (AA)

Calculos:
GPx (U/L hemolisado) = 8412 X AA

e VI.5.2.3. Superdxido dismutasa (Método cinético colorimétrico)

Principio del anélisis: En este método se emplea xantina y xantina oxidasa (XO) para
formar radicales superéxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-
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nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (INT) para formar un colorante formazan rojo. Se mide la
actividad de la enzima por el grado de inhibicién de esta reaccion.

Meétodo: Centrifugar 500 pl. de una muestra de sangre heparinizada durante 10 min. a
3000 rpm, separar el plasma y lavar los eritrocitos con 3 mL de solucién salina
fisiologica (NaCl 0.9%), centrifugando durante 10 min a 3000 rpm después del lavado.
Repetir esta operacidn en 4 ocasiones.

Completar el paquete eritrocitario lavado con 2.0 mL de agua bidestilada fria, mezclar y
dejar reposar durante 15 min. a 4°C. Diluir e! lisado con una solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.0 para tener una dilucion final 1:100.

Preparar una curva estandar a partir de una solucién de Xantina (0.05 mmol/L) e INT
(0.025 mmol/L), pH 10.2, con amortiguador de fosfatos pH 7.0 como sigue:

Volumen de solucion Volumen amortiguador
estandar

S6 Estandar sin diluir -—

S5 5 mL de S6 5mL
S4 5mlL de 85 5mL
S3 5mL de S4 5 mL
S2 5 mL de S3 5 mL
S1 -—- 5mL

Colocar en tubos de 12X75 mm 50 plL de la muestra diluida o los estandares (S1 — S6)
y agregarles 1.7 mL de sustrato mixto de xantina/INT pH 10.2 y mezclar. Afiadir 250 uL
de solucién de xantina oxidasa (80 U/L), mezclar y leer la absorcion (A1) a 505 nm al
cabo de 30 seg. y cronometrar el tiempo simultaneamente. Leer nuevamente después
de 3 min. de comenzada la reaccion (Ay).

Célculos: E! indice de la muestra diluyente (S1) es equivalente al indice de la reaccion
sin inhibir (100%).

Obtener el promedio de la diferencia de las absorciones (AA):

A=Ay = AA
3

Todos los indices tanto de los estandares como de las muestras diluidas deben ser
convertidos en porcentajes del indice del blanco y sustraidos del 100% para obtener el
porcentaje de {a inhibicion:

AA X100 e
100 — ~—-uestalmin® "~ = %inhibicion
S1/min
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Realizar una grafica con los porcentajes de inhibicion de los puntos de la curva estandar
contra el logaritmo (Log+s) de la concentracidn del estandar en unidades SOD/mL.
Utilizar el porcentaje de inhibicion de la muestra para obtener las unidades SOD de la
curva estandar:

SOD (U/mlL de sangre entera) = SOD (U/mL) de la curva X 100

o VI1.52.4. Capacidad sérica antioxidante total (Método colorimétrico reaccidn con
ABTS)

Principio del anélisis: Formacién del radical cation ABTS" mediante la reaccion entre
peroxidasa (metamioglobina) con perdxido de hidrégeno y ABTS (2,2 —azido-di
etilbenzotiazolin sulfonato). Este radical presenta una coloracién verde-azulada que se
mide a 600 nm, la presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresién de
la coloracion, siendo proporcional a la concentracion de antioxidantes.

Método: Para cada corrida se incluye un tubo blanco, un estandar y una muestra de
control, los cuéles seran tratados igual que los problemas. Se colocan 20 pl de agua,
estandar, muestra de control o problema en tubos de 12X75 mm identificados, agregar
1.0 mL del reactivo cromégeno (Metahemoglobina, 6.1 umol/L; ABTS, 610 pmol/L),
mezclar bien y leer la absorcion a 600 nm (A¢). Después, afiadir 200 pL del sustrato

(H20,, 250 pumol/L), mezclar y cronometar. Leer nuevamente la absorcion al cabo de 3
min. exactamente {(Az).

Calculos: Calcular la diferencia de las absarciones (AA) para el blanco (AB), el estandar
(AE) y los problemas (AM):
AA = Az - A1
Obtener el valor del factor (F):
_ [Estandar]
AB - AE
Calcular la concentracion de antioxidantes totales:

AT (mmol/L) = [AB — AM] F

V1.6. Disefio estadistico

Los datos fueron analizados utilizando medidas descriptivas, promedio y error estandar
(EE) para las variables cuantitativas y frecuencias relativas para las cualitativas. Como
pruebas de comparacion se utilizd t de Student y ANOVA de una via con la prueba de
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Tukey como posthoc para las variables cuantitativas y ¥*> para las cualitativas. Se
calculd ta razén de momios (RM) con su respectivo intervalo de confianza al 95%
(ICgs%), andlisis de regresion lineal simple y multiple como pruebas de asociacion y
regresion logistica para el calculo de los riesgos.

La regresion logistica es un modelo multivariado que permite predecir o estimar
la probabilidad de que un individuo presente la variable dependiente, la cual esta en
escala dicotomica (0 = ausencia, 1 = presencia del evento), en funcion de varias
independientes. Una de las ventajas de los modelos logisticos es que los coeficientes
de regresion pueden interpretarse en términos de riesgos, independientemente del
disefio del estudio'*.

Para todas las pruebas se consideré un valor de p<0.05 como significancia
estadistica. Los célculos fueron realizados con el paquete estadistico SPSS V. 10.0.

VI.7. Aspectos éticos

El estudio fue puesto a consideracion del Comité de Etica de la FES Zaragoza que
sigue los lineamientos de la Declaracion de Helsinki y de la Ley General de Salud. Se
solicitd a cada sujeto la firma de un consentimiento informado por escrito, en donde se
comprometia a resolver todos los instrumentos necesarios y autorizaba la toma de las
muestiras sanguineas.
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VII. RESULTADOS

Vii.1 Caracferisticas bioquimicas

Las caracteristicas bioquimicas de los cuatro grupos de estudio se presentan en
el cuadro 1. Se observa que los adulfos mayores de ambas areas tienen niveles mas
altos de glucosa, urea, colesterol y triglicéridos que los jovenes, sin embargo, la
diferencia no es estadisticamente significativa (p >0.05), asi mismo, estos Ultimos de
ambas areas tienen los parametros bioquimicos y hematolédgicos semejantes.

Vil 2 Estrés oxidativo

Los niveles de lipoperoxidos plasmaticos (LPO) fueron similares en ambos
grupos del area rural (p >0.05); en el caso del area urbana, los adultos mayores
presentaron niveles mas altos de LPO comparados con los adultos jovenes (p <0.0001)
(Cuadro 2). Igualmente, los LPO se encontraron mas altos en los dos grupos del area
urbana que en los sujetos del area rural (p <0.01 en jovenes y p <0.0001 en mayores)
(Grafica 1). Por otro lado, los varones de ambas areas presentaron los LPO mas altos
que las mujeres, encontrdndose diferencia estadisticamente significativa entre las
mujeres jovenes y mayores del area rural contra los hombres mayores del area urbana
{p <0.05) (Cuadro 3). Estratificando por género, también se pudo observar que en
ambos grupos de edad, los LPO fueron mas altos en los sujetos del area urbana
(p <0.05) (Grafica 2). De la misma manera, los LPO fueron mas altos en los varones
adultos jovenes de la ciudad de México que en los aduitos mayores de Actopan
(p <0.05) y en las mujeres adultas mayares del area urbana que en las jdévenes del area
rural (p <0.001) (Cuadro 3).

Con respecto a la capacidad sérica antioxidante total (AT), en el area rural no se
encontrd ninguna diferencia entre adultos jévenes y mayores (p >0.05), sin embargo,
los adultos jovenes del area urbana tuvieron AT mas altos comparados con los
respectivos adultos mayores (p <0.0001) (Cuadro 2). Con relacioén al género y al area,
ambos sexos de adultos jovenes del area urbana presentaron AT mas altos que los
sujetos del area rural, indistintamente del grupo de edad (p <0.0001) (Cuadro 3).

La actividad de la superoxido dismutasa (SOD) fue significativamente mas baja
en los adultos mayores que en los jdvenes de ambas areas, notandose una mayor
diferencia en el area urbana (p <0.0001). De la misma manera, la SOD en los adultos
mayores del area rural fue mas alta que en los del area urbana (p <0.0001) (Cuadro 2),
y las mujeres jovenes del area rural tuvieron esta actividad enzimatica mayor que las
ancianas del area urbana (p <0.01) (Cuadro 3).
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Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

Grafica 1. Niveles de lipoperdxidos por grupo de edad y area. Los datos muestran el

promedio + EE.
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0.1

Jovenes Mayores

Grupo de edad

EE: error estandar.
Prueba t de Student. *p< 0.01 rural vs. urbana; **p< 0.0001 rural vs. urbana.
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Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

La actividad de la glutatiéon peroxidasa (GPx) fue mas baja en los adultos
mayores del area urbana comparada con los jovenes de la misma area (p <0.01). Por
otro lado, los adultos mayores de Actopan mostraron un incremento estadisticamente
significativo en la actividad enzimatica comparado con los del mismo grupo de edad de
la ciudad de México (p <0.0001) (Cuadro 2). Con respecto a la actividad de esta enzima
por sexo y edad, se encontré un incremento significativamente mayor (p <0.05) en
ambos géneros de adultos mayores del area rural comparado con los sujetos de la
misma edad y género del area urbana (Cuadro 3).

Como se menciond en material y métodos, se establecieron los valores de corte
para los biomarcadores de EOx al percentil 90, siguiendo el método para obtencion de
valores de referencia no paramétrico®®, observandose que 49 (44%) de los adultos
mayores del area urbana presentan los LPO por arriba del valor de corte (LPO = 0.340
umol/L), siendo estadisticamente diferente a 1a proporcién del grupo de adultos jovenes
de Actopan considerados como grupo control {p <0.0001); asi mismo, 12 (32%) de los
adultos jovenes del area urbana tienen niveles altos de LPO. Por otro lado, se puede
apreciar que los adultos mayores de ambas areas tienen la actividad de ta SOD por
debajo de los adultos jévenes control, siendo la proporcién mas alta en los habitantes
de la ciudad de México. Con respecto a la GPx, el 47% (53/112) de los adultos mayores
de la misma area muestran valores por debajo de los de corte (p <0.05). Los adultos
mayores de ambas areas presentan un valor de la razén SOD/GPx mayor al valor de
corte (p <0.0001). Los demas componentes antioxidantes no mostraron diferencia
significativa entre los grupos, exceptuando AT y GAP que en los jovenes del area
urbana fueron mas aitos atin que en el grupo controt (Cuadro 4).

Ei sistema antioxidante (AOx) esta conformado por las defensas celulares
(enzimas) y las exdgenas (capacidad antioxidante total y GAP), por lo que un buen
sistema antioxidante debe mantener el equilibrio de ambas partes con bajos valores de
la razén SOD/GPx y altos valores de GAP. En este sentido se observo una correlacion
negativa, en los adultos mayores, sin estratificar por area, entre la razon SOD/GPx y el
GAP (Grafica 3), con una r = -0.209, r* = 0.044, p <0.05, confirmando esta aseveracion.

Tomando en cuenta lo anterior, se defini6 como sistema antioxidante eficiente
(SAE) cuando la razon SOD/GPx, AT y GAP se encontraban de acuerdo a los valores
de corte; deficiencia antioxidante enzimatica (DAEN) si la razéon SOD/GPx estaba
incrementada y la defensa exdgena se encontraba dentro de los intervalos de
referencia; deficiencia antioxidante exdgena (DAEX) si los AT y GAP estaban
disminuidos y la razon SOD/GPx por debajo del valor de corte; vy, finalmente, deficiencia
global del sistema antioxidante (DGSA) si los componentes de ambas partes se
encontraban fuera de lo estipulado como valores de corte. Aplicando estos criterios,
encontramos que una mayor proporcién de los mayores del area urbana presentan
valores que indican DAEN (p <0.01) y que una mayor proporcion de los mayores del
area rural tienen SAE (p <0.01) (Cuadro 5).
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Martha A. Sanchez Rodriguez

Resuliados

Grafica 3. Correlacion entre la razén SOD/GPx y el GAP,
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Martha A. Sanchez Rodriguez

Resultados

Cuadro 5. Frecuencia y porcentaje del estado del sistema antioxidante en los adultos

mayores de ambas areas.

Urbana Rural
(n=112) (n=288)
Sistema Antioxidante
Sistema antioxidante eficiente (SAE} 28 (25%)" 38 (43%)
Deficiencia antioxidante enzimatica (DAEN) 53 (47%)* 24 (27%)
Deficiencia antioxidante exégena (DAEX) 4 (4%) 4 (5%)
Deficiencia global del sistema 27 (24%) 22 (25%)

Antioxidante (DGSA)

Prueba y°,*p <0.01.
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Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

Con estos criterios, se denomind EOx si el valor de los LPO plasméticos se
encontraba 2 0.340 ymol/LL y se tenia alguna deficiencia en el sistema antioxidante,
observandose que el 55% de los adultos mayores del area urbana presentan estrés
oxidativo comparado con el 40% de los del area rural, obteniéndose una razén de
momios (RM)= 1.83 (I1Cgse,: 1.01-3.35, p <0.05) en contra del area urbana (Grafica 4).

Grafica 4. Porcentaje de estrés oxidativo en adultos mayores de area urbana vs. area
rural.

2

£

3 (3 Urbana
) Rural
o

Con Eox Sin Eox

*Prueba y%, p <0.05. RM = 1.83, 1Cgss: 1.01-3.35.

Considerando los potenciales factores de riesgo pro-oxidante, se llevé a cabo un
analisis de regresion logistica contra los niveles altos de LPO asumiendo que hay riesgo
de estrés oxidativo si los valores son = 0.340 pumol/L, observandose en toda la
poblacidn estudiada que el area urbana es el principal factor de riesgo con una
RM = 4.33 (ICgse, 2.15-8.72; p <0.0001). Otros factores siginificativos fueron dormir <6
h/d y la edad = 60 afios (RM = 2.21, 1Cgse, 1.07—4.56, p <0.05 y RM = 2.30, ICgse, 1.04—
5.11, p <0.05; respectivamente). EI género masculino tiene un comportamiento de
riesgo con una significancia limitrofe (p = 0.055), los demas factores no se comportan
como riesgo {Cuadro 6).
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Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

Cuadro 6. Factores de riesge para niveles de lipoperoxidos (LPO) altos* considerando
los 4 grupos de estudio.

Factor de riesgo RM 1Co5%, Valor de p
Area (urbana) 4.33 2.15-8.72 < 0.0001
Horas de suerio (6 h) 2.21 1.07 — 4.56 0.033
Edad (= 60 arios) 2.30 1.04 - 5.1 0.041
Sexo (masculino) 2.03 0.98-4.20 0.0565
Obesidad (IMC 2 27 kg/m?) 1.37 0.71-2.64 0.343
Sedentarismo 1.25 0.63 -2.51 0.521

IMC: indice de masa corporal. *Riesgo si los LPO = 0.340 pmol/L. Regresion logistica
R? = 0.205, p <0.0001.

Dado que la edad puede ser un factor de confusion, se realizé un anélisis de
regresion logistica estratificando por grupo de edad en el cual se aprecia que el area
urbana continta siendo el factor de riesgo de mayor peso para los LPO altos. De los
demas factores, dormir <6 h es un riesgo significativo para los adultos mayores
(p <0.05), mientras que el sexc masculino lo es para los jévenes, aungue sin
significancia estadistica (Cuadro 7).

V1.3 Estado de salud y estilo de vida

Con relacion al estado de salud, no se observd diferencia entre los grupos de
estudio en cuanto a la frecuencia de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo
(diabetes mellitus {DM), hipertension arterial (HTA) y la combinacion de ambas (DM-
HTA)), 49% en el area rural y 60% en la urbana; aunque se tiene una mayor proporcion
de hipertensos en la cd. de México (36% vs. 24%) sin ser estadisticamente diferente
(Cuadro 8). Asi mismo, estratificando por niveles de LPO, se encontrd que éstos son
mas altos en los habitantes con DM y DM-HTA del area urbana, aunque la diferencia no
es estadisticamente significativa (Cuadro 9). Por otro lado, no se observé una diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de estado depresivo no patoldgico y el
deterioro del estado congnitivo de ambos grupos. De la presencia de variables de estilo
de vida que se consideran pro-oxidantes, no se encontré ninguna diferencia entre los
grupos (Cuadro 8).
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Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

Cuadro 8. Estado de salud y variables del estilo de vida en los adultos mayores de
areas rural y urbana.

Variable Urbana Rural
(n=112) (n = 88)
Sin enfermedad’ 45 (40%) 45 (51%)
Con diabetes mellitus’ 15 (13%) 10 (12%)
Con hipertension arterial® 41 (36%) 21 (24%)
Con diabetes mellitus e 11 (10%) 12 (14%)
hipertension arterial®
Deterioro cognitivot 20 (18%) 10 (11%)
Humor depresivo® 25 (22%) 24 (27%)
Tabaquismo' 8 (7%) 4 (5%)
Ingesta de alcohol® 45 (40%) 38 (43%)
Sedentarismo' 69 (62%) 64 (73%)
indice de masa corporal (kg/m?)* 27.58 + 0.40 28.08 + 0.39
Horas de suefio? 7.45+0.16 7.40 £ 0.17

*y° en las cualitativas y prueba t de Student en las variables cuantitativas.
"Frecuencia (porcentaje), *promedio + error estandar.




0¢

JeIns 'sA Buequn ugloe|qed opuesedwod LO'0> d ‘X BgeNId,
‘jeuspe ugisuepedly v 1 H ‘soonewse|d sopixgledod :0d1

(%82) 69 (%22) 61 (%.8) +9 {%EY) 8¥ |ejoL

(%EL) 6 (%.L2) € (%Gt) & (%5S) 9 V1H + snyjjsw seeqeld

(%004) 0} 0 (%12) L) (%62) ¥ shjjleL sejeqeld

(%92) 91 {(%¥2) & (%19) 92 (9%9¢€) 61 [eusue ugisuspsdiH

(%24) ¥€ (%€2) b1 {(%6¥) 2T {%18) €2 pepalIsUd UIg

owr gpe'0 > Od1 oW 0pe'0 2 0d1 owr opgo > 0d1 /0w oye'0 2 0d1 pnjes ep opeis3
eany eueqin

‘phjes ap opelse
Jod ‘sejewwou A soye soopewse|d sopixgiadod)| uod |esni A BUBGIN SBIE 5P S8ICABW SO}NPE 8p ugosodold ‘6 odpens

% &
sope)nsey _ ZonblIpoy ZoUoues 'y BULBN




Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

En cuanto a la funcionalidad, se evalué en los ambitos de actividades de la vida
diaria (Cuadro 10), de salud (Cuadro 11), fisica (Cuadro 12) e instrumental de la vida
diaria (Cuadro 13), se observé que los adultos mayores de ambas comunidades son
igualmente funcionales, excepto en:

Arreglo personal, en cuyo caso el 9% de los mayores del area rural y el
2% de los del area urbana reconocen ser dependientes, sobretodo en el
corte de las ufas de los pies, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p <0.05) e independiente de la edad.

Capacidad de realizar trabajo pesado familiar, de lo cual el 28% de los del
area rural y el 14% de los del area urbana dijeron no poder realizarlo,
siendo también esta diferencia estadisticamente significativa (p <0.05);
observandose que el 44% de los del area rural que no llevan a cabo esta
actividad son mayores de 70 afios vs. el 2% del area urbana (p <0.01).

Capacidad para subir y bajar escaleras, en cuyo caso el 9% de los del
area rural indicé que no lo puede realizar y todos los del area urbana
pueden hacerlo (p <0.01). En donde el 15% de los mayores de 70 afos
del area rural no pueden hacerlo y el 100% de los sujetos de fa misma
edad del area urbana lo realizan (p <0.05).

Levantar objetos con peso mayor de 5 kg. de los cuales el 38% de los del
area urbana y el 54% del area rural no lo puede hacer (p <0.05),
observandose que de los que tienen 70 afios y mas, el 62% del area rural
no lo puede hacer vs. el 39% del area urbana (p = 0.066).

Encorvarse, agacharse y arrodillarse no lo pueden llevar a cabo el 37% de
los del area urbana y el 52% de los del area rural (p <0.05); en cuye caso
tambien se encontré una diferencia en los mayores de 70 afios ya que el
B65% de los de Actopan no pueden hacerlo vs. el 36% de los de la cd. de
México (p <0.05).
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Martha A. Sanchez Rodriguez Resultados

Cuadro 10. Porcentaje de adultes mayores que realizan o no realizan las actividades de
la vida diaria por grupo de estudio, de acuerdo a la escala de Katz.

Actividad Urbana_ Rural
Realiza No realiza Realiza No realiza

Banarse sin ayuda 100% -— 99% 1%

Vestirse sin ayuda 100% - 96% 4%

Puede trasladarse de la

cama a una silla 100% - 99% 1%

Se alimenta sin ayuda 100% -— 100% -

Efectia su arreglo personal

cortando las ufias 98% 2% 91% 9%*

Camina en un cuarto

pequeio 100% -— 99% 1%

*p <0.05, %°.

Cuadro 11. Porcentaje de adultos mayores que realizan o no realizan las actividades de
evaluacion de salud por grupo de estudio, segun la escala de Rosow y Breslaw.

Actividad Urbana Rural

Realiza Norealiza @ Realiza No realiza

Efectia trabajo  familiar
pesado (lavar ropa, cocina, 86% 14% 72% 28%*
pisos, barrer, arreglar jardin)

Capacidad para caminar 10

cuadras, aprox. 98% 2% 93% 7%
Capacidad para subir y bajar

escaleras 100% -~ 91% 9%*
*p <0.05, y2.
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Cuadro 12. Porcentaje de adultos mayores que realizan o no realizan las actividades
fisicas por grupo de estudio, conforme la escala de Nagi.

Actividad Urbana Rural

Realiza No realiza Realiza No realiza

Extender los brazos por

debajo de los hombros 95% 5% 95% 5%
Extender los brazos por

arriba de los hombros 92% 8% 93% 7%
Levantar objetos de peso

menor a 5 kg. 89% 11% 93% 7%
Permanecer sentado por

mas de una hora 86% 14% 90% 10%
Tomar y sostener objetos

pequefios 94% 6% 96% 4%
Permanecer parado por mas

de 15 min. 87% 13% 84% 16%
Mover objetos grandes 64% 36% 64% 36%
Levantar objetos de un peso

mayor a 5 kg. 62% 38% 46% 54%*
Encorvarse, agacharse vy

arrodillarse 653% 37% 48% 52%*
*p <0.05, x°
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Cuadro 13. Porcentaje de adultos mayores que realizan o no realizan las actividades
instrumentales de la vida diaria, segiin Lowton y Brody, por grupo de estudio.

Actividad Urbana Rural

Realiza No realiza Realiza No realiza

Capacidad de hacer y recibir
llamadas telefonicas 86% 14% 86% 14%
Capacidad de conducir un
automévil o viajar solo en 91% 9% 89% 11%

autobus o taxi

Hacer compras con

independencia 89% 11% 89% 11%
Planea, prepara y sirve los

alimentos solo 93% 7% 89% 11%
Capacidad de hacer

quehaceres del  hogar 78% 22% 68% 32%
pesados

Capacidad de tomar sus

medicamentos en dosis y 92% 8% 90% 3%
tiempos correctos

Maneja asuntos de dinero

con independencia 92% 8% 92% 8%

También se pudo apreciar que, independientemente de la presencia o no de
alguna enfermedad cronico-degenerativa y el tipo de la misma, hay una correlacion
positiva entre los niveles de lipoperdxidos y de glucosa (Gréfica 5), observandose el
mejor valor de regresion lineal en los adultos mayores diabéticos-hipertensos (r = 0.454,

p <0.05), seguido de los diabéticos (r = 0.207, p > 0.05).
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Grafica 5. Correlacidn entre niveles de lipoperéxidos y glucosa, por diagnéstico, en
adultos mayores.
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HTA: hipertension arterial, r = 0.049; DM: diabetes mellitus, r= 0.207; DM-HTA:
diabetes mellitus + hipertension arterial, r = 0.454; sin enfermedad, r= 0.148.

Para establecer la relacion entre los marcadores de EOx y los diferentes factores
pro-oxidantes se llevé a cabo un andlisis de regresion lineal multiple con cada uno de
sus componentes como variable dependiente: LPO, SOD, GPx, y AT, y como variables
independientes las cuantitativas: edad, IMC, glucosa, nimero de cigarros que fuma,
frecuencia de ingesta de alcohol y horas de suefio para cada area. Los Unicos modelos
que mostraron correlacion estadisticamente significativa con las variables analizadas
fueron los de LPO (Rumana = 0.351, p <0.05 y Ry = 0.319, p = 0.083), observando una
correlacion independiente positiva con la edad en ambas areas (p <0.05), el IMC en el
area urbana (p <0.01) y las horas de suefo, con una correlacion negativa, en la rural
(p <0.05) (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Valores de ry significancia estadistica en el modelo de regresion lineal
multiple para lipoperéxidos plasmaticos por area, considerando los factores pro-

oxidantes en adultos mayores.

Variable Urbana Rural
r Valor p r Valor p

Edad (afos) 0.201 0.016 0.167 0.041
IMC (kg/m?) 0.298 0.001 0.131 0.088
Num. Cigarros -0.006 0.474 -0.046 0.317
Frec. Alcohol -0.084 0.188 -0.016 0.435
Horas de suefo -0.069 0.235 -0.258 0.003
Glucosa (mg/dL) 0.052 0.292 0.021 0.415

IMC: indice de masa corporal.

Rural: R = 0.319, R* = 0.102, p > 0.05; Urbana: R = 0.351; R% = 0.123, p <0.05.
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VIIl. DISCUSION

Es ampliamente aceptado que el envejecimiento esta caracterizado por una
alteracion en la homeostasis, pero debido a la alta complejidad de los sistemas vivos,
este proceso puede ser heterocrono, es decir, que varios drganos, tejidos y células del
cuerpo humano pueden comenzar a envejecer a diferentes tiempos durante la vida del
organismo. Es por esto que Semsei ha propuesto que el envejecimiento es multifactorial
y esta determinado por la suma de efectos de los factores internos (como el genoma) y
externos (como los ambientales)'.

También se ha descrito que algunos estilos de vida o habitos de salud, tales
como tabaquismo, ingesta de alcohol, sedentarismo, escasas horas de suefio y habitos
alimenticios deficientes, ademas de la contaminacién ambiental, se vinculan
directamente con la generacién de entidades bioquimicas altamente reactivas
denominadas RL, que dafian sustancialmente a las biomoléculas con consecuencias
biolégicas tangibles sobre el estado de salud de los individuos #3144,

La influencia de los RL sobre el proceso de envejecimiento fue sefialada desde
1956%'%; asi mismo, se ha demostrado en diversos experimentos la relacién
fisiopatologica de estos componentes con mdltiples padecimientos crénicos
degenerativos como: diabetes mellitus, ateroesclerosis, artritis reumatoide, enfermedad
de Alzheimer y diversos tipos de cancer, entre otros'®'%?' todas estas enfermedades
relacionadas con el envejecimiento. De tal manera que el estado de salud de los
ancianos depende en gran medida de factores ambientales y los que conforman el
estilo de vida, cuyo mecanismo fisiopatoldgico debe relacionarse con los cambios a
nivel molecular.

Para la evaluacion del EOx en muestras biolégicas se han propuesto diversos
biomarcadores dentro de los cuales los niveles séricos de lipoperdxidos {LPO) y la
evaluacion de los sistemas antioxidantes, tanto exégenos como endogenos, es
ampliamente utiliza®'®"7>74.141

Es de particular interés en el estudio del envejecimiento conocer las variables del
estilo de vida que se comportan como pro-oxidantes, ademas del efecto del lugar de
residencia sobre el EOx en adultos mayores, con el fin de poder intervenir sobre éstos
para prevenir [a fragilidad o las recidivas de padecimientos crénicos degenerativos.

VIl 1. Estrés oxidativo

Sabemos que el envejecimiento es un proceso multifactorial y que se tiene
suficiente evidencia para suponer que el EOx y la respuesta del organismo al mismo
son la clave que determinan la longevidad™?, describiéndose dos rutas de influencia en
el proceso, una que mantiene el nivel de informacion determinado genéticamente y otra
que es la influencia externa que reta al organismo a llegar a un alto nivel de
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organizacion desarrollandose estrategias que ayudan a excluir y/o eliminar los factores
dafinos, es decir, los sistemas antioxidantes®.

Con relacion al envejecimiento, hay evidencias cientificas en el campo de la
biogerontologia con respecto a que el EOx se incrementa conforme aumenta la
edad”®®'** sin embargo, existen estudios que se contraponen esta afirmacién como
lo reportado por King y cols (1997)® quienes observaron que los niveles de
antioxidantes y la actividad de las enzimas GPx, catalasa (CAT) y ceruloplasmina
fueron significativamente mayores en el grupo de sujetos de 75-80 arfios, comparados
con los individuos de 35-39 afos, 50-54 afos y 65-69 afos. Resultados similares
fueron observados en nonagenarios y centenarios™®'*®. Estos resultados parecen
indicar que hay una tolerancia o adaptacion al incremento del EOx durante la vida,
probablemente asociado a una mejor salud, suceso que ha sido demostrado por
Kaphahi y cols., 21999) y Meewes y cols., (2001) en modelos animales y celulares,
respectivamente’™'>°. Asi mismo, este proceso adaptativo podria explicarse bajo el
enfoque teérico de la hormesis, en el que se establece que una exposicién a dosis
bajas de especies bioquimicas potencialmente dafiinas como podrian ser los RL,

favorecen la resistencia o adaptacion al estimulo agresor™”.

Los resultados muestran que los LPO plasmaticos en los adultos jovenes y
mayores del area rural son semejantes (p> 0.05), por lo tanto, el envejecimiento por si
mismo no parece ser la causa del incremento del EOx. En este sentido, King y cols.
(1997)* encontraron que el promedio de los niveles basales del dafio al ADN en
linfocitos de los sujetos del grupo de edad de 75-80 afios eran similares a los del grupo
de 35-39 afos (p >0.05), y Rea y cols. (2004) observaron que los LPO no cambian a
partir de los 70 hasta los 90 afios (p >0.05)"*%. Por otro lado, los niveles de LPO fueron
significativamente mas altos en los adultos mayores que en los jovenes con residencia
en el area urbana, lo que concuerda con lo reportado por Gil y cols. (2002) en Madrid,
Espafia™®; con lo que se puede inferir que el ambiente urbano con altos niveles de
contaminacion y socialmente estresante de la ciudad de México es un factor pro-
oxidante relevante para los senectos sanos. Al respecto Hicks y cols. (1996)'%
mostraron un incremento en los LPO de los adultos recién liegados a la ciudad de
México y Téllez-Rojo y cols. (2000)'** encontraron una asociacion significativa entre los
niveles de contaminacion ambiental y la mortalidad por enfermedades respiratorias en
los adultos mayores.

Otro marcador que denota EOx es la relacion SOD/GPx, propuesta por de Haan
y cols. en 1995 como un indicador del dinamismo del sistema antioxidante celular
partiendo del concepto tedrico de que la SOD lleva a cabo el primer paso antioxidante
produciendo H,O: y la GPx es la encargada de la conversion de ese compuesto en
H>0O, por lo que una disminucién relativa de GPx lleva a un incremento de H.0,, adn
con actividad enzimatica normal. Parece que la inclusion de la razéon SOD/GPx es
adecuada para medir el estrés oxidativo puesto que se ha demostrado que los cambios
en la razdn son el mejor indicador, desde el punto de vista de sensibilidad a las
especies reactivas de oxigeno, que los valores absolutos de ambas enzimas, ya que se
evalua la actividad sinérgica de éstas en la destoxificacién oxidativa®™. Como se puede
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apreciar, la proporcion de sujetos con LPO = 0.340 pmol/L y razén SOD/GPx alta, es
mayor en los habitantes del area urbana, lo que estd hablando de un desbalance
oxidativo.

Con relacion a la capacidad sérica antioxidante total, se pudo observar due en el
area rural no hay una diferencia estadisticamente significativa entre jovenes y mayores;
pero la AT de los adultos jovenes del area urbana se encuentra incrementada con
respecto a los adultos mayores (p <0.0001) y a los habitantes del area rural. Esto puede
deberse a que los sujetos jovenes que viven en la ciudad de México estan mas
expuestos a los factores pro-oxidantes urbanos, ya que realizan una actividad fisica y
social mucho mas activa que los ancianos, por su estilo de vida, lo que se traduce en
una respuesta antioxidante aumentada para contrarrestar el EOx. En este sentido,
Mastaloudis y cols. (2001)"*® demostraron que hay un incremento en el EOx en los
atletas durante el ejercicio; asi mismo, Laaksonen (1999)"% observé un incremento en
la actividad de GPx en quetos con EOx durante el ejercicio inducido. Por otro lado,
Aejmelaeus y cols. (1997)"" mostraron un incremento relacionado con la edad de la AT
en mujeres sanas (20-96 afios) y hombres (20-74 afos); esta diferencia con nuestros
resultados puede ser debida a que los sujetos = 60 afios que viven en México presentan
un aumento en el EOx por la exposicion a la contaminacion ambiental mostrando una
disminucion relativa en la capacidad antioxidante como consecuencia de la agresion
permanente de RL. Aunque la AT de los jovenes del area urbana es eficiente, parece
posible que se desarrolle una capacidad adaptativa a la contaminacién ambiental™®,
respuesta que se pierde durante el envejecimiento en muchos sujetos debido a la carga
alostatica de los adultos mayores del area urbana™*®.

La actividad de la SOD en los adultos mayores de ambas areas es semejante
(p >0.05) y baja comparada con la de los jévenes, pudiendo ser una respuesta
ineficiente contra los altos niveles de LPO, sobretodo en el area urbana. En este
sentido, Osbay y Diilger (2002)"* observaron que la actividad de SOD es mas baja en
los adultos mayores comparada con ios nifios y adultos jovenes, ademas se ha
reportado que existe un progresivo incremento en los niveles de LPO relacionados con
la edad con un decremento de SOD (r = -0.83)'®®, No obstante, Mecocci y cols.
(2000)™" observaron que la actividad de la SOD aumentaba proporcionalmente durante
el envejecimiento, aunque disminuia en los centenarios: esto puede ser interpretado
como una respuesta compensatoria del organismo a la elevacion del EOx conforme se
incrementa la edad, excepto en el caso de los centenarios. Este mismo comportamiento
fue reportado por Okabe y cols. (1996)'"*'. Por otro lado, Medina-Navarro y cols.
(1997)'* mostraron que la actividad de la SOD se incrementa inicialmente en una
primera exposicion a la contaminacién ambiental para después disminuir en un 50%
después de 4 meses de constante exposicidn. En este sentido, nuestros resultados
demuestran una deficiente capacidad antioxidante en los adultos mayores
probablemente debida a la interaccion entre el envejecimiento y la exposicién a los
contaminantes del ambiente, aunque es posible interpretarla como una capacidad
adaptativa a la contaminacion del aire relacionada con la edad ya que el tiempo de vida
de los adultos mayores habitantes de la ciudad de México es mayor que el de los de
otros estados de la Replblica Mexicana'®, Asi mismo, se ha demosirado que Ia
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resistencia al EOx puede ser adquirida por cambios coordinados en multiples vias
antioxidantes'®. Al respecto, Yashin y cols. (2001)"® sefialan que el organismo puede
mejorar la calidad de respuesta al estrés proporcionandole una ventaja en la
supervivencia a mayor edad, ya que la acumulacion de dafio asociado con un exceso
de actividad metabdlica es menor en las poblaciones con individuos aparentemente
mas labiles, encontréndose la evidencia de un incremento en la inercia de los sistemas
controlados, por lo que el organismo envejecido debe cambiar a una estrategia
adaptativa®.

En el caso de la GPx, aunque King y cols. (1997)% y Mecocci y cols. (2000)"
han reportado que la actividad de GPx se incrementa con la edad, nosotros
encontramos que, en los adultos mayores del area urbana, es significativamente baja al
compararia con los adultos jévenes (p <0.001) lo cual es concordante con fo observado
para la poblacion turca’. En este sentido, la importancia de GPx para mantener la
homeostasis en respuesta al incremento de los LPO fue demostrada por Laaksonen
(1999)"; por lo tanto, los niveles bajos de GPx en los adultos mayores de la ciudad de
Mexico, en comparacién con los jovenes, pueden deberse a una respuesta bioidgica
deficiente 0 a un proceso adaptativo por la gran produccién de EROs, a causa de Ia
contaminacion ambiental y al envejecimiento mismo.

La evaluacion del EOx oxidativo en la mayoria de las investigaciones se hace por
medio de biomarcadores aislados y de manera estatica, por lo que quisimos proponer
un constructo que fuera mas dinamico, empleando los LPO y los componentes de los
sistemas antioxidantes intracelulares y extracelulares mas faciimente medibles en una
muestra sanguinea, utilizando los valores de corte obtenidos en una poblacion de
referencia. De tal manera que se conformé jo que denominamos como deficiencia del
sistema antioxidante dividiéndolo en enzimatico (DAEN), exégeno (DAEX) o global
(DGSA) y lo relacionamas con los niveles altos de LPO (= 0.340 um/L) partiendo del
concepto de que un buen sistema de defensa antioxidante debe mantener valores bajos
de la razon SOD/GPx y valores altos de AT y GAP, y que la evaluacién de la razon
SOD/GPx ofrece una mejor interpretacién del equilibrio entre las enzimas®: 54165166
Bajo este contexto, se habla de un EOx a diferentes niveles, donde la situacion mas
severa o de mayor riesgo es tener una DGSA, ya que se propiciaria una mayor
oxidacion de biomoléculas. En los resultados pudimos observar que son mas los
adultos mayores del area urbana con DAEN (p <0.01), concordante con lo expresando
anteriormente. Con esta propuesta, los resultados confirman que los habitantes
mayores de la ciudad de México tienen 15% mas EOx que en la rural y la razon de
momios (RM) para el estilo de vida urbano es 1.83, estadisticamente significativa; por lo
que nuestro constructo constituye una propuesta mas holistica ya que toma en cuenta
el dafio oxidativo y el balance del sistema antioxidante en sus dos niveles, enzimatico y
exogeno, confirmado lo observade con los biomarcadores de forma individual. En este
sentido, Lasheras y cols. (2002)**" analizaron la posible interaccion entre los diferentes
antioxidantes liposolubles considerando la actividad enzimatica antioxidante, reportando
que hay un efecto sinérgico in vivo entre los componentes liposolubles y la actividad alta
de la SOD eritrocitaria, concordante con lo observado en nuestro estudio.
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Analizando los factores de riesgo para LPO elevados, observamos que el sexo
masculino es un factor de riesgo, aunque por el tamafio de la muestra no fue
estadisticamente significativo. Al respecto, previamente en nuestto grupo de
investigacion se encontré que los hombres tienen significativamente mayor daio
oxidativo al ADN en linfocitos que las mujeres®’.

Por otro lado, con nuestros datos se confirma que la edad (= 60 afios) es un
factor de riesgo para los LPO altos, aunque el area urbana es el factor mas importante.
Cabe destacar que el dormir < 6 h también es un factor de riesgo significativo. Debido a
que la edad es un factor de confusidn, se estratificé por grupo de edad conservandose
el riesgo de vivir en la ciudad de México y dormir < 6 h, por lo que constituyen factores
de riesgo para los AM; de ahi que con estos resultados se establece que los adultos
mayores residentes de la ciudad de México tienen una capacidad antioxidante baja con
una elevacion en la peroxidacion lipidica y que probablemente han desarrollado una
respuesta adaptativa al estilo de vida urbano, considerando que son sujetos
supervivientes con condiciones de salud similares o mejores que los residentes de otros
estados de la Republica Mexicana'®. Asi mismo, el riesgo para EOx se incrementa en
los sujetos del sexo masculino, 2 60 afios y que duermen <6 h.

Es importante sefialar que ain con estos resultados desventajosos para los
adultos mayores residentes de la ciudad de México, recientemente se ha reportado que
el ozono, como principal contaminante, no muestra un efecto importante en la
mortalidad, aun estratificando por condiciones socioeconodmicas deficientes, debido a
una variedad de interacciones individuales y de grupo que influencian el riesgo de
muerte en un momento dado'®®.

VIi1.2 Estado de salud y estilo de vida

Las enfermedades cronicas en la vejez y sus repercusiones en la funcionalidad
fisica, mental y social pueden constituir una carga sanitaria y financiera onerosa para la
persona adulta mayor, la familia y el sistema de atencion a la salud. En este sentido, la
presencia de enfermedades y estado depresivo no patolégico en los senectos de
ambas areas es semejante, por lo que tener una enfermedad relacionada con radicales
libres o tener cambios de humor depresivo, no parecen mostrar diferencia en cuanto al
EOx; sin embargo, la proporcién de sujetos con hipertension arterial (HTA) fue mayor en
el area urbana que enla rural, sin ser esta diferencia estadisticamente significativa
{p >0.05). Al respecto, en la encuesta SABE, la HTA fue notificada por una de cada 2
personas de 60 afios y mas'®, y en México en la Encuesta Nacional de Salud (ENSA)
2000 se detectd una prevalencia de HTA del 57% y 60 % en hombres de 60 a 69 afios
y de 270 anos respectivamente, asi mismo en las mujeres de 60 a 69 se observé un
48%, en las de 70 a 79 un 46% y en las de 80 afios y mas un 43%'™, por lo que la
proporcion encontrada en este estudio esta por debajo de la reportada a nivel nacional.
Por otro lado, se reporta una prevalencia de 21.9% en una poblacion rural marginada
del estado de Durango, semejante a la observada en este trabajo (24%) e inferior a la
reportada para areas urbanas, por lo que los autores sugieren que la HTA se relaciona

con el grado de desarrollo de las comunidades'”".
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Con respecto a la diabtes mellitus (DM), la proporcién encontrada fue menor a la
reportada a nivel nacional en la ENSA 2000, que indica una prevalencia en mujeres del
24% (60 a 69 afos), 26% (70 a 70 afios) y 15% (= 80 arfios) y en hombres un 20% (60 a
69 afios), 19% (70 a 79 afios) y 11% (= 80 afios)'’®. Asi mismo, es discordante con lo
reportado por Lerman y cols. (1998)'"? que encontraron una mayor prevalencia de
diabetes mellitus entre los adultos mayores residentes de la ciudad de México en
contraste con los de un area rural.

De igual manera, con relacion al estado cognitivo, en este estudio los resultados
obtenidos confirman que los cambios en las funciones cognitivas que han sido
reportados en la literatura como normales en el envejecimiento, se encuentran
presentes en ambas poblaciones'®'*, sin mostrar una diferencia estadisticamente
significativa, lo que contrasta con un estudio de tamizaje realizado por nuestro grupo de
investigacion en personas adultas mayores, aparentemente sanas, en donde se
encontré un 13.5% de deterioro cognitivo en adultos mayores con residencia en el area
urbana en comparacién con un 3% del area rural’”. La proporcion de senectos con
deterioro cognitivo es también mas elevada comparando con los resultados de la
encuesta SABE que reporta para la ciudad de México el 8% en las personas de 60-74
anos y 20% para las = 75 afios'®. A este respecto, recientemente McKahann (2002)"7"
ha sugerido que la actividad fisica y el enriquecimiento ambiental que permite una
actividad mental, mitigan el efecto del deterioro cognitivo por la edad a través de un
proceso de neurcgénesis, apoyando nuestros hallazgos puesto gue los senectos de
ambos grupos son funcionales. Por otro lado, se pudo cbservar que el EOx esta
relacionado con la presencia de enfermedades cronico-degenerativas, pero soélo en el
area urbana, aungue analizando por enfermedad no se observa ninguna diferencia.

Por otro lado, la funcionalidad fisica de los adultos mayores del grupo urbano en
todos sus componentes, paraddjicamente es mejor que la del grupo rural; ésta es
considerada mas compleja gue los mecanismos celulares o moleculares del
envejecimiento debido a que involucra los componentes ambientales, genéticos y el
estilo de vida, demostrandose que conforme aumenta la edad se va perdiendo la
capacidad de ejecucion principalmente en las actividades de la vida diaria (AVD)'"877°,
En este trabajo encontramos que los habitantes de la ciudad de México eran
funcionales del 98-100% y los de Actopan del 91-100% en las AVD; al respecto, en el
estudio SABE, para la poblacion mexicana, se reportdé que del 80-90% de las personas
de 60 a 74 anos y del 61-76% de los = 75 afios no presentan limitaciones en las
actividades basicas de la vida diaria (bafiarse, vestirse, usar el inodoro, movilizarse y
alimentarse)'’®. También en este estudio se evaluaron los factores relacionados con el
entorno fisico, social y de actitudes que condicionan la funcionalidad de las personas
adultas mayores, tales como dificultad para realizar trabajo familiar pesado, caminar un
kilbmetro, estar sentado por 1 hora, levantarse de una silla después de estar sentado
por tiempo prolongado, subir las escaleras de uno 0 mas pisos, agacharse y levantar 5
kilos de peso, reportando el mayor porcentaje de limitaciones fisicas en lo referente a
no poder levantar un objeto pesado (38 vs. 54%), seguido por la dificultad de agacharse
(37 vs. 52%), con desventaja para los del area rural. En el estudio SABE, para la
poblacidon mexicana, se reportd como primera dificultad no poder agacharse (33 a 56%),
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seguido de levantarse de las silla después de estar sentado por tiempo prolongado (26
a 44 %)""°; por lo que, aunque con mas limitaciones los de la zona rural, los adultos
mayores de nuestro estudio tienen menor dificultad que los del estudio multicéntrico.
Por otro lado, Pennathur y cols. (2003)'7° demostraron, en un grupo de adultos mayores
Mexico-norteamericanos, que la edad y el sexo tienen un efecto significativo en las AVD
ya que, principalmente las mujeres, tienen dificultad para alcanzar las alacenas de la
cocina, ademas de subir y bajar escaleras (70% y 53%, respectivamente); en nuestro
estudio, dado el tamafio de la muestra, no se pudo establecer alguna diferencia al
respecto. Es importante resaltar la necesidad de que los aduitos mayores mantengan su
funcionalidad fisica, pues en estudios recientes se ha demostrado que la inactividad
fisica es un factor de riesgo para la discapacidad y la morbi-mortalidad 218",

Con estos resultados se podria plantear la hipotesis de que los adultos mayores
del area urbana se han adaptado al medio y a los altos niveles de EOx, manteniéndose
funcionales. En este sentido, el estudio del envejecimiento a nivel rural y urbano es un
tema de relevancia internacional sobretodo en paises en desarrollo. Algunos mitos
sobre la poblacion adulta mayor residente en areas rurales se han extendido, como el
que establece que "los adultos mayores en areas rurales tienen mejor salud y una vida
con mayores satisfactores que la poblacién de areas urbanas, por lo tanto requiere de
menor servicios™; sin embargo, Cowart y Krout (1998)' sefialan que los adultos
mayores de las areas rurales de los Estados Unidos de Norteamérica, tienen mas
limitaciones funcionales de salud, mas dificultades para realizar las actividades de la
vida diaria, un mayor nimero de condiciones médicas y una mas baja auto evaluacion
de salud que su contraparte del area urbana, debido a que en las areas rurales se vive
en comunidades donde el tejido social y la economia no pueden apoyar los servicios y
las oportunidades necesarios para una total participacion social de los mayores.
Ademas muchas comunidades rurales han sufrido despoblamiento y pérdida de
empleos y las economias han luchado ante el cambio del mercado nacional y
global. Asi mismo, Higgs (1999)'® en una revision critica de la literatura sefiala que la
percepcion de que los habitantes de areas rurales tienen mejor salud se ha propuesto
de manera muy simplista, ya que la tendencia actual es que los que viven en las areas
urbanas gozan de una salud aceptable.

Un hallazgo interesante fue la correlacion positiva entre los niveles de
lipoperoxidos y de glucosa, independientemente de la presencia o no de alguna
enfermedad relacionada con el EOx. Existe basta literatura que muestra que los sujetos
diabéticos tienen los niveles de LPO incrementados, pero son escasas las
investigaciones con sujetos clinicamente sanos. Se observa una mejor correlacion en
los sujetos diabéticos-hipertensos (r = 0.454) y menor en los hipertensos, pero al final,
todas son positivas. Al respecto, Trevisan y cols. (2001)'® reportaron una correlacion
fuertemente positiva (r = 0.470) entre ambos componentes, reconociendo que hay una
gran asociacion entre la distribucion plasmatica de glucosa y los marcadores de EOx.
Una posible explicacion de esta relacién es que, por el proceso de envejecimiento, la
glucosa no entra en suficiente cantidad a la célula y fa poca que entra se utiliza para
obtencion de energia, que es el requerimiento principal en la célula, y muy poca se
emplea en el ciclo de las pentosas que es la principal fuente de obtencion de
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compuestos reductores, provocando un déficit de éstos que lleva a un incremento en los
LPO.

Del andlisis de regresion lineal multiple entre los marcadores de EOx y los
factores pro-oxidantes observamos que las correlaciones son diferentes dependiendo
del area y que el marcador mas afectado es LPO. Los LPO de los mayores del 4rea
rural mostraron una correlacion negativa con las horas de suefio, pudiéndose pensar
que cuando se esta en un ambiente “tranquilo no estresante” como el que se observa
en el area rural, el no dormir méas de 6 horas produce un incremento de LPO. En este
sentido, es conocido que durante el suefio se elimina el exceso de RL generados
durante el estado de vigilia y el papel mas importante lo juega la hormona melatonina,
de la cual se ha demostrado es un potente antioxidante involucrado en el proceso de
envejecimiento cerebral. Al respecto, recientemente se ha reportado que la regulacion
del suefio puede depender criticamente del ambiente oxidativo en el cerebro, lo mismo
que los procesos de aprendizaje y memoria'®, llevando a los adultos mayores a
deterioro; ademas, se reporta que dormir sélo 5 o 6 h/noche provocan alteraciones en la
funcionalidad psicomotora, el humor y la capacidad cognitiva'®. Asi mismo, en un
trabajo realizado previamente por nuestro grupo de investigacién se encontrd que
dormir f 6 h es un factor de riesgo para LPO altos en la etapa adulta, indistintamente de
la edad™®

Finalmente, los LPO correlacionaron estadisticamente con el IMC que se traduce
en obesidad en el grupo urbano. Los factores considerados como tradicionalmente de
riesgo (tabaquismo e :ngesta de alcohol) no resultaron significativos; a este respecto,
Trevisan y cols. (2001)" tampoco encontraron evidencia de asociacion entre el
tabaquismo y la ingesta de alcohol con los LPO, justificando que son pocos los estudios
que han encontrado relacion entre el EOx y el tabaquismo, y que los que han reportado
asociacion con la ingesta de alcohol lo han hecho en alcohdlicos crénicos,
caracteristicas que no tienen las poblaciones de nuestra investigacion ya que la
mayoria de los AM ha dejado de fumar y la ingesta de alcohol es de tipo social.
Ademas, es importante resaltar que el alcoho! en dosis bajas (1-2 copas/dia) puede ser
benéfico ya que tiene un efecto de hormesis'® y es considerado un antioxidante, ya
que esta cientificamente aceptado que el efecto del alcohol en la mortalidad total sigue
una curva de forma J, en la cual con una ingesta moderada de etanol se reduce ésta
con relacion a la ausencia o exceso de alcohol, en cuyos casos aumenta, 188189,
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IX. CONCLUSIONES

Hipotesis

Considerando que la contaminacién ambiental y el estilo de vida caracterizado

por: tabaquismo, ingesta de alcohol, sedentarismo, pocas horas de suefio y obesidad,
son factores pro-oxidantes, suponemos que los ancianos con residencia en la ciudad de
Meéxico tendran mayor estrés oxidativo y mayor frecuencia de padecimientos crénico
degenerativos que los ancianos con residencia en el area rural.

Conclusiones

Dado que no se encontrd en la literatura un constructo para definir el estrés
oxidativo, se denomind EOx si el valor de los lipoperdxidos plasmaticos se
encontraba = 0.340 pmol/L y se tenia alguna deficiencia en el sistema
antioxidante, partiendo de los siguientes conceptos: sistema antioxidante
eficiente (SAE) cuando la razon SOD/GPx, AT y GAP se encontraban dentro de
valores de referencia (< 0.022, = 0.081 y = 169 pumol/L, respectivamente);
deficiencia antioxidante enzimatica (DAEN) si la razén SOD/GPx estaba
incrementada y la defensa exégena se encontraba dentro de rango de referencia;
deficiencia antioxidante exégena (DAEX) si los AT y GAP estaban disminuidos y
la razén SOD/GPx en rango normal; y, finalmente, deficiencia global del sistema
antioxidante (DGSA) si los componentes de ambas partes se encontraban en
nivetes mas bajos de lo estipulado como valores de corte.

Con este constructo se encontré que los habitantes de la ciudad de México
presentan mayor estrés oxidative que los residentes del area rural,
principalmente los adultos mayores, que mostraron niveles de lipoperéxidos altos
con una deficiente respuesta antioxidante enzimatica.

No se obsevé una diferencia en la frecuencia de padecimientos crénico
degenerativos, aunque hay una tendencia de que en el area urbana la frecuencia
de hipertension arterial y diabetes mellitus es mayor.

Aungue la contaminacion ambiental y el estilo de vida estresante de la ciudad de
Mexico son determinantes del mayor estrés oxidativo en los adultos mayores
residentes de la ciudad de México, éste no influye significativamente en la
prevalencia de padecimientos cronicos degenerativos en la poblacion
gerontoldgica.
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Hipotesis
Tomando en cuenta la asociacion de la produccion excesiva de los radicales
libres con la fisiopatologia de los padecimientos crénico degenerativos, suponemos que

el grado de estrés oxidativo se asociara con el numero y/o gravedad de la patologia y el
estado de salud de los ancianos en estudio.

Conclusiones

* No se encontrd una asociacion entre el grado de estrés oxidativo y la gravedad
de los padecimientos crénico degenerativos, sin embargo se pudo observar que
existe una tendencia para que los adultos mayores de la ciudad de México con
alguna enfermedad cronico degenerativa tengan los lipoperéxidos por arriba del
valor de corte (0.340 pmol/L). También se encontré una correlacion positiva entre
los niveles de lipoperoxidos y los de glucosa, independientemente de la
presencia 0 no de patologia relacionada con el EOx, lo que demuestra una
asociacion entre la distribucion plasmatica de glucosa y los marcadores de EOx.

 En cuanto a la funcionalidad fisica, se observaron mayores limitaciones en los
residentes del area rural, por lo que inferimos que los adultos mayores del area
urbana tienen una respuesta antioxidante eficiente, que se traduce en una mejor
adaptacion al medic ambiente con mayor funcionalidad fisica.

Hipbtesis

Con fundamento en las evidencias cientificas respecto a que la contaminacion
ambiental y el estilo de vida agitado de la ciudad de México incrementan el estrés
oxidativo, suponemos que el lugar de residencia urbano constifuye un factor de riesgo

para niveles de lipoperoxidos plasmaticos alfos con mayor predominio en los adultos
mayores.

Conclusiones

» Los factores de riesgo para el estrés oxidativo evaluado a través de los niveles
de lipoperoxidos altos (= 0.0340 pmol/L) fueron: el area urbana, edad 2 60 afios y
dormir £ 6 h/dia. En el andlisis multivariado cuantitativo se observé una
correlacion negativa con las horas de suefio.

» Con esto se confirma que el lugar de residencia urbano y no dormir mas de 6
horas, principalmente cuando se estad en un ambiente “tranquilo no estresante”,
constituyen factores de riesgo para lipoperoxidos altos en los adultas mayores.

66



Martha A. Sanchez Rodriguez Perspectivas

X. PERSPECTIVAS

* Es conveniente llevar a cabo un estudio longitudinal haciendo el seguimiento de
los marcadores de estrés oxidativo, incluyendo el dafio al ADN y la capacidad de
reparacion, para determinar si el incremento en el estrés oxidativo de los
habitantes del area urbana lleva a un mayor deterioro en el estado de salud y
agravamiento de los padecimientos cronico degenerativos ya existentes en los
adultos mayores.

» Una segunda parte de la investigacién debe considerar la inclusion de adultos
mayores con padecimientos cronicos degenerativos en diferentes estadios de
gravedad para corroborar la relacién entre éstos y el estrés oxidativo.

 Los resultados apoyan la posibilidad de llevar a cabo ensayos clinicos con el fin
de evaluar la utilidad de antioxidantes suplementarios (vitaminas A, C y E) en
grupos de ancianos con residencia en la ciudad de México y/o con padecimientos
cronico degenerativos, para la prevencion y/o recuperacion del dafio oxidativo,
asi como sus repercusiones clinicas.
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ANEXO 1

CUESTIONARIO DE FACTORES DE

RIESGO PRO-OXIDANTES




FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES *ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

INSTRUCCIONES para el llenado del

CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO PRO-OXIDANTES

El encuestador debera llenar previamente los datos de informacién general que ya se
conozcan.

Llene los datos que se le solicitan sin dejar ninguna pregunta sin contestar.

En la INFORMACION GENERAL anote la fecha de nacimiento siguiendo el formato
dia/mes/afio.

En las preguntas donde encuentre un cuadrado, marque con una X la opcién elegida.
En las preguntas donde encuentre una linea continua, conteste con letra legible lo
que se le pide.

En el apartado de ASPECTOS DE SALUD, cuando las respuestas sean NO, pase a la
pregunta que se le indica para continuar con la encuesta.

En la pregunta 16, anote el nombre de todos los medicamentos que esta tomando, si
fueron indicados por el médico o es automedicacion, la dosis y el tiempo que lleva
tomandolos.

En la pregunta 17 se considera fumador pasivo cuando ha estado cerca de un familiar
que fuma cotidianamente, por lo que debe poner una X en la opcién seleccionada.

En la pregunta 20B poner una X en la opcion correspondiente, pudiendo ser mas de
una.

En las opciones de las preguntas 21 y 22 no olvide indicar cuantos dias a la semana,
el total de horas/dia y los afios que ha practicado la actividad sefialada, poniendo en el

paréntesis el nimero promedio de la actividad.




-2003

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

Clave:
Cuestionario de factores de riesgo pro-oxidantes
1. INFORMACION GENERAL
Nombre(s) Apellido Patemo Apellido Matemo

1. Fecha de nacimiento Edad:
2.8exoM[ | F[] 3. Lugar de nacimiento:
4. Estado Civil: 5. Religion:
6. Lugar de residencia en los Gltimos 5 afios:

Urbano [ | Suburbano [_] Rural [ ] Cd. de México | |
Especifique el lugar:
¢ Desde hace cuanto tiempo vive ahi? anos.

7. Escoiaridad (Especificar tugar)
-4 Ninguna [ 1 otas
- D Sabe leer y escribir Especificar

- D Primaria compleia ¢ incompleta

D Secundaria completa o incompleta

D Bachillerato completo o incompleto

|:| Carrera técnica completa o incompleta

[ ] Estudios de licenciatura incompletos
- [] Estudios de licenciatura completos
8. Ocupacion(es) anterior{es):

Por méas de 5 ainos
9. Ocupacion{es) actual{es):

Por mas de 2 afios
10. ¢ Con quién vive?

- D Solo

- |:| Esposo(a)

- D Hijo(a)(s)

- [} Nietoa)(s)

- D Otros familiares. Especifique:
- D Amigos

D Otros. Especifique:




11. ¢ Con cuantas personas vive?:

Il. ASPECTOS SOCIOECONOMICOS
12. Fuentes de ingreso economico:
a) [ ] Auntrabaja

b) D Apoyo del esposo(a)

c) D Pension de jubilacion

d) [ ] Pensién de invalidez

e) |:| Pension de viudez

f) Apoyo familiar
g) Otros

13. Ingreso econdmico mensual: $

Ill. ASPECTOS DE SALUD

14. Tiene alguna enfermedad(es) actualmente  SI [ | NO[ ]
Si su respuesta es NO, pase a la pregunta 16.
15. Si su respuesta fue Sl, ;qué enfermedad(es) tiene?
- DDiabetes mellitus
DHipertensién arterial
[ ]Cardiopatia
[ ]Trastornos articulares
- |:|Otros. Especifique

16. ;Toma algin medicamento? (Considerar laxantes, antiacidos, vitaminicos
especificos, homeopéticos y herbolaria).

t

Medicamento Indicado para Dosis Indicado por Tiempo de
administracién




17. ¢ Ha fumado?

IV. HABITOS Y EJERCICIO

si[ ] nNo[]

Actualmente

En el pasado

Numero de cigarrillos

Tiempo de consumo

Fumador pasivo

18. Si ya no fuma, ;cuanto hace que dej6é de fumar? anos.
19. Ingesta de bebidas con cafeina. S| NO[ |
Actualmente En el pasado
Tazas o vasos|Afios de Tazas o vasos al | Afios de
al dia consumo dia consumo
Café de grano
Café soluble
Café descafeinado
Té negro
Otros tés.
Especifique

Refrescos de cola

20. Ingesta de bebidas alcoholicas.

sI[ ] no[ ]

A) Frecuencia y cantidad de bebida. Anotar niimero de copas

Actualmente

En el pasado

1 vez al mes o menos

2 a4 veces al mes

2 a 4 veces por semana

Diario

B) Tipo de bebida.

Tipo de bebida

Actualmente

En el pasado

Brandy

Alcohol al 95%

Ron

Tequila

Cerveza

Pulgue

Vino tinto

Vino blanco

Otros:
Especifique




21. Ejercicio y actividades fisicas.

Actualmente En el pasado
Ejercicio Dias/semana Horas/dia Afios Dias/semana Horas/dia ARos

Caminar:
Km.( )
Correr:
Km.( )
Gimnasia
Yoga
Natacion
Baile de
salon
Baile
regional
Otros.
Especifique

22. Actividades en el hogar.

Actualmente En el pasado
Actividad Dias/semana Horas/dia Afos Dias/semana | Horas/dia ARos

Subir y bajar escalones
( ) escalones

Barrer

Trapear

Sacudir

Tender camas

Lavar trastos

Tender ropa

Cortar lefia

Podas pasto

Acarrear agua

Preparar alimentos

Cuidar animales

Ir de compras.
Numero de cuadras
que camina { )
Llevar y/o traer a los
nietos de la escuela.
NOomero de cuadras
que camina ( )




23. ¢ Cuantas horas duerme al dia (dia y noche) en el Gltimo afio?
De dia: De noche:

OBSERVACIONES:

GRACIAS POR SU COOPERACION.

Encuestador:

Supervisor:

Fecha de aplicacion: (dia/mes/afio)
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INSTRUCTIVO para el llenado de los
CUESTIONARIOS DE ACTIVIDADES DE LA VIDA DIARIA
PARA ANCIANOS EN COMUNIDAD

Los cuestionarios de actividades de la vida diaria (AVD) para ancianos en

comunidad consideran la informacion relevante respecto a las AVD basicas e

instrumentales, complementado con la escala funcional de salud y el potencial de

actividades fisicas de los adultos mayores. Tienen la finalidad de proponer

programas de atencidbn comunitaria gerontoldgica acordes con la funcionalidad

fisica especifica de la poblacion, asi como poder monitorear el impacto de las

acciones de intervencion.

Aqui se incluyen 5 instrumentos: Escala funcional de salud de Rosow y Breslau

modificado, indice de Katz modificado, Cuestionario de actividades fisicas de Nagi,

Actividades instrumentales de Lawton y Brody.

INSTRUCCIONES

Los cuestionarios deben ser lienados por personal previamente capacitado.

La evaluacion preferentemente debe ser resultado de la observaciéon y/o
demostracion de la accidn.

Marque con una cruz ( X ) en el cuadro que corresponda. | X

En la escala funcional de salud, debe considerar el contexto sociocultural
de la persona y la capacidad de realizarlo independientemente de si es una
actividad habitual o no.

En el Indice de Katz se asignara la calificacion de independiente sblo
cuando el individuo pueda realizar las 6 actividades sin ayuda, en el caso de
dependencia especificar la(s) actividad(es).

El cuestionario de actividades fisicas, preferentemente debe ser
demostrativo (excepto el permanecer sentado y parado).

En el cuestionario de Lawton y Brody el uso del teléfono y los quehaceres
del hogar deben evaluarse aunque no tengan el servicio en el domicilio para
el primero y no sea una actividad habitual para el segundo, considerando su
contexto sociocultural.
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UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA  (jaye:

Cuestionarios de actividades de la vida diaria
para ancianos en comunidad
Nombre:

Edad: Género: Fecha:

A. ESCALA FUNCIONAL DE SALUD DE ROSOW Y BRESLAU MODIFICADA

ACTIVIDAD LA PUEDE REALIZAR | NO LA PUEDE REALIZAR

1. Capacidad de realizar
trabajo familiar pesado
(lavar ropa, limpiar los
pisos, limpieza de
cocina y bafo, limpieza
de recamaras, barrer,
arreglar el jardin.

2. Capacidad de caminar
un kilémetro (10
cuadras
aproximadamente)

3. Capacidad de subir y
bajar escaleras.

Fuente: Rosow |, Breslau H, A Guttman Health scale for the aged. J Gerontology 1966;
21: 556- 559.

Calificacion:

Trabajo familiar pesado Caminar un Km Subir y bajar escaleras
Si No Si No St No
Evaluador:; Supervisor:
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B. INDICE DE KATZ MODIFICADO

ACTIVIDAD

INDEPENDIENTE

DEPENDIENTE

BARARSE.

No necesita ayuda para
baflarse en Ila tina o
regadera, o sblo recibe
ayuda para lavarse alguna
parte del cuerpo.

Necesita ayuda para entrar o
salir de la tina o bafarse en
la regadera, necesita
vigilancia durante el bafo, o
recibe ayuda para lavarse
mas de una parte del cuerpo
0 es banfado por otra
persona.

. VESTIRSE.

Se viste sin ayuda o sdlo
recibe apoyo para atarse los
zapatos.

Recibe ayuda y/o
supervision para ponerse
alguna prenda o es vestido
por otra persona.

MOVILIZACION.

No recibe ayuda para irse de
la cama a una silla.

Necesita ayuda o no puede
trasladarse de la cama a u
silla.

ALIMENTACION.

Se alimenta sin ayuda o solo
necesita apoyo para corlar la
carne o untar mantequilla en
el pan.

Recibe ayuda para comer
parcial o totalmente.

ARREGLO PERSONAL.

Se afeita, se peina o cepilla
el pelo y se corta las uias de
los pies sin ayuda.

Necesita ayuda para
afeitarse, peinarse o
cepillarse el pelo o cortarse
las unas de los pies.

VI.

CAMINAR EN UN
CUARTO PEQUERNO.

Es capaz de caminar en un
cuarto peguefio sin ayuda.

Necesita
caminar
pequeio.

ayuda
en un

para
cuarto

Fuente: Branch L G, Katz, Kniepmann K, Papsidero JA. A Prospective study of functional
status among community elders. Am J Public Health 1984, 74: 266 — 268.

Calificacion:
Independiente:

Dependiente

Banarse

Vestirse

Movilizacién { Alimentarse

Caminar
casa

Arreglo
personal

]

Evaluador:

Supervisor:

90




{¥) ¥S 19261 A19100S B UjleaH D PUN4 Wy YUBqIN "S91eIS peiiun sui ul synpe Buowe Aiqesip jo ABojolwepide uy 3s 16e

dosivadng JJopenjeas)
oleziiesd ap zedeo sa oN = ON
peynowp uod oleziess ap zeded = 4|Q
pe)noyip Uis oleziesl ep zede) = |8
ON[JIa] 1S JONT3id] 1s [oN]dia] IS JON[dia] 1s [oNT3id] iS [ON]JIa] IS [ON]JIA] IS {ON[dIa] 1S |ON[dId] iS
6 8 L 9 S 4 £ (4
UQIoEDllIeD
'89Y — 6EY

N :9juend

‘asJejjiposie 4 ssieyoebe ‘ssierioou]

6

‘BYy G ap JoAew osed un ap sojalqo Jejuenrs

'8

‘sopuelb solslqo seac)y

L

‘sojnuIW §| &p sew Jod opeled JsoauewIIe

‘so1elgo soysnbed (Jeus)sos A Jelsebe) Jewo|

"gIOY BUN 8P sel 1od opejuss Jasauewlsd

'By G op Jousw osed un ep s039(qo JeBAST]

I I

L] e e

O

‘S0IqUIOY $0| 8p eqle Jod sozZeiq sof Jepusixa

]

u

[ ]

‘soJquioy
so0| ep ofeqep Jod soze.q so} JOpusix3

VZIM93d ¥1 ON

aviinadldid NOD
VIdVZITY3Y 30 ZvdYD

av.inoldid Nis
YIUVZITVIY 30 ZVdYO

AvdaiALLOY

I9VN 34a SVYIIS|d S3AVAIAILOY 3d ORIVNOILSIAND "D




6

eepusdepuy| = |

-Josinedng Jopenjeag  ejusipuedsq = g "BIOUBISISE UOD) = ¥
gl v [ I 1alv 1 a | v | | a | v | | a |l v ]| a ] v | | a | v ] i
7 9 g b < Z L
[UQIoBSIIED

‘981 - 621 ‘6961 15180j0jucIe) ‘BUIAI AjlEp JO SeIIAIGER |RUSWNASU) puk BuluiRluEW J|os :3|doad Jep|o JO JUSWSSesSY "W Apolg ‘dIN uome] iejueng

L]

‘0JauIp
ns iefeuew ap zededy

'solalales ap obed A ooueq ep
ajlwel} seinbjeno o senbayd Jelogele
eled epnde eysadeu osad ‘seueipijod
seldwod sns Jez|eal spend

D ('sesdwoo

sns  Bzyesl ‘ooueq @ ua
sofed ezjess ‘sanbays eioge(®
‘eiqo2)  epuspusdspul uo2
ocleulp Sp scjunse so| ef@uep

‘OY3NIJ 3 OraNVIN * 2

[]

(]

‘aledauid so| es usinbje

]

'$0)08.1100 sodwan

'SOJUBWEOIPBW SNS 8p [anb O usaplendes Of s anb ejseoau A Sisop B U9 sojUSWEdIpswW
asJezZ||Iqesuodsal epand opN | 0Jad ‘SOjusUIBDIpaW SNS JBWO} apand |shs Jewioy ap zeden "NOIOYOIQSN ‘9
_H_ D ‘sepesed see.e) se| D
jeboy | UGS epnAe ejisadsu cdad ‘{SaUNLD|ED 'sosid
|lop teceyenb Jeinbieno|o  sejpew  Jeae)) sosefy  JeBoy|sol JeBayy owoo sopesed seboy

ogea e Jeadj| sp zedeoy

|op seosadeyenb lezjeas e°p zede)

|op sessoeysnb Jeocey ap zede)

"WYOO0H 130 S3HIOVHIAND 'S

[]

"ojusWiIe Janbjena

D '0j0S sojuBsulle

50} sopc] Jeuipood apsnd ou oued

]

‘gjos (sjuslependepe) scjusuwie

‘SOLNIWTY

Jesedaud ap Zedeou| | ‘se|jloues sepiuoo Jeledaid ep zeden sop saus A eledsid ‘esueld 30 NQIOYYVdIEd 'V
D ‘sesdwod ‘usyedwose o] anb ejssssU D ‘epuapuadapu;
shs Jezijees eop 2zedeou)jocled sesdwod se| sepo} eziesy |uoS sesdwod Se| Sepo) ez(jeey ‘SYHdNOD 'E

D ‘IXe] 0 snqojne

ua tefeln 8p  zedesu)

‘opeyedwooe oiad
‘IXe; 0 sngoine us Jelein ep zeded

O -

0 sngojne ue ojos Jefela o one
oidoid ns nonpuod ep zeded

‘3LHOJSNVY ] 2

[

s

gnaided ue olawnu unbje Jessew
eied epnAe ejssosu olad ‘eousbin

]

"BPNAR U|S SEPEWE)|

5p OSEO U9 OJBWNU  un Jeosew jaqoes A Jedey Jeosew A
‘0U0JIG) [0 Jesn ep zedeou| | 'ouoieie} j@ Jepuodsel ep zedep |soawmu sof Jeoypuap) ep zedeDd 'ONOA373L ")
JLINIIONId3d YIONILSISY NOD FLNIIONIJIANI QAVAINLLDY

"AQOXE A NOLMYT 30 VIMVIA YAIA V1 30 S3TYINIWNULSNI SIAVAIALLOY °d




Martha A. Sanchez Rodriguez

Anexos

ANEXO 3
MINI EXAMEN MENTAL DE FOLSTEIN

(modificado)
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

INSTRUCCIONES para el lfenado del
MINI EXAMEN MENTAL DE FOLSTEIN (modificado)

En todos los casos, las respuestas del sujeto se califican con el niimero 1 (uno)
cuando son correctas y con 0 (cero), cuando son incorrectas; la calificacion debe
colocarse dentro de los paréntesis que aparecen a la derecha. Al término de cada
seccion, sume el nimero de respuestas y anote el resultado en el paréntesis de la
izquierda, correspondiente a dicha seccién. Finalmente, sume todas las
calificaciones del lado izquierdo de cada apartado para obtener la puntuacién total
y andétela en el espacio destinado a la Calificacién Total que aparece en la ficha de

identificacion.

ESCALA DE EVALUACION

24-30 = Normal
< 23 = Deterioro leve

< 17 = Déficit grave
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

Clave:

MINI EXAMEN MENTAL DE FOLSTEIN (modificado)

Nombre:

Fecha de evaluacion: Edad: Género:

Escolaridad:

Calificacion Total:

Calificacion Calificacion (Asigne un punto por cada respuesta maxima obtenida que

Maxima Obtenida  sea correcta)
Orientacién
5 ( ) Pregunte: ¢ Qué fecha es hoy?

Después complete solo las partes omitidas;
formulando las siguientes preguntas:

¢En qué ano estamos? {( )
¢En qué mes estamos? { )
¢ Qué dia del mes es hoy? { )
¢ Qué dia de la semana? ()
¢, Qué hora es aproximadamente? ( )
5 ( ) Pregunte: ¢En dénde nos encontramos ahora?

(Casa, consultorio, hospital, etc.) para obtener la
informacién faltante haga las siguientes preguntas:
¢En qué lugar estamos? (

¢En qué pais?

(
¢ En qué estado? (
¢ En qué ciudad o poblacién? (

(

T e e Ve v

¢, En gué colonia, delegacion o municipio?
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Calificacion Calificacion
Maxima Obtenida Registro

3 { ) Diga al sujeto 1a siguiente instruccion: Ponga mucha
atencion, e voy a decir una lista de tres palabras; flor,
coche y nariz, después pida al sujeto: Repita las
palabras.

Califique su ejecucion en el primer intento. Cuando el
sujeto diga que ha terminado o cuando deje de
responder, si no fue capaz de recordar las ftres
palabras diga:

“Nuevamente le voy a decir la misma lista de tres
palabras, cuando termine repita todas las que
recuerde”. Esta instruccion debera presentarse hasta
que el sujetc sea capaz de repetir las tres palabras, o
bien hasta 6 ensayos consecutivos. Anote en la linea
correspondiente el namero de ensayos o de veces que
presentd la lista para que el sujeto le recordara.
(Recuerde la calificacion para este reactivo, se
determina por el nimero de palabras que el sujeto fue
capaz de recordar en el primer ensayo).

Flor ( )
Coche { )
Nariz { )

No. de ensayos

1-6
Calificacién Calificacién (Asigne un punto por cada calificacion maxima
Maxima Obtenida obtenida que sea correcta)
Atencion y Calculo
5 ( ) Pida al sujeto: Reste de 4 en 4, a partir del 40. Fijese
bien, se trata de contar para atras restando 4 cada vez
v.gr: 40-4 = 36; 36-4 = 32. Continlle hasta que yo le
diga que se detenga. Deténgalo después de 5
substracciones (no proporcione ayuda)
28
24
20
16
12

P — i p——
et Nt gt gt gt

Calificacion Calificacion
Maxima Obtenida Evocaciéon

3 ( ) Pida al sujeto: Repita las tres palabras que le
pedi que recordara.
Flor
Coche
Nariz

—
M s vt
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Calificacién Calificacién
Maxima Obtenida Lenguaje

3 ( ) Nombrar: Muestre al sujeto un reloj y
preguntele:
¢Como se llama esto? Repita lo mismo con
una pluma.
Reloj { )
Pluma { )
Repeticidn: Diga al sujeto la siguiente instruccion:
Le voy a decir una oracion y repitala después de mi,
(diga lenta y claramente):
No voy si ti no llegas temprano.
(solo un ensayo) ( )

3 { ) Comprensién: Cologue una hoja de papel
sobre el escritorio y pida al sujeto:
Tome la hoja con la mano derecha, después
doblela y tirela al piso (Dé un punto por cada
paso correctamente ejecutado).
Tome la hoja de papel-

con su mano derecha ( )
dodblela (]
tirela al piso ( )
1 ( ) Lectura: Muestre al sujeto la instruccion
escrita: “Cierre los o0jos”, incluida en este
paquete (previamente doble la hoja y muestre
soélo el letrero). Pida al sujeto:
Por favor haga lo que dice aqui. ()
CIERRE SUS 0.J0S
1 ( ) Escritura: Presente al sujeto el reverso de la
hoja, en la que se encuentra la instruccion
escrita. Pidale: Escriba en este espacio, un
pensamiento que sea una oracién con sentido,
que tenga sujeto y verbo {no proporcione
ayuda) ()
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Calificacién Calificacion
Maxima Obtenida

1 ( ) Copia del modelo: Muestre al sujeto el
modelo de los dos pentagonos cruzados que
se encuentra en la parte inferior. Pida al
sujeto, copie por favor, este dibujo en el
espacio en blanco de esta misma hoja. Debe
haber 10 angulos, y dos intersectados. (No
tome en cuenta temblor ni rotacion) ( )

TOTAL:

Evaluador:;

Supervisor:

Fuente: Fundacion Mexicana para la Salud. Sindrome de deterioro
intelectual y padecimientos demenciales. En: Consensos Funsalud.
México: Funsalud; 1996: 52-53.
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ANEXO 4

PRODUCTOS DE LA INVESTIGACION
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Summary

The aging is one of the factors that cause decrease in the antioxidant capac-
ity. Likewise, it has been proposed that subjects exposed permanently to air
pollution develop deficient antioxidant capacity to oxidative stress (OxS).
This study aimed to analyze the antioxidant capacity against elevated lipid
peroxides in healthy elderly of Mexica City. 105 adults (44 + 10.8 years)
and 126 elderly subjects were studied (68 + 7.1 years); residents of Mexico
City (chinically healthy, non-smokers, non-vitamin supplement takers) who
had lived in the city for >10 years. Plasma lipoperoxides (LPQO), total antiox-
idant status {TAS), the activity of red blood cells superoxide dismutase
(SOD), and plasma glutathione peroxidase (GPx}, were studied in all sub-
jects. LPO levels were found significantly higher {p < 0.05) in the elderly
subjects in comparison with the adults; in addition, TAS and GPx were high-
er in adults than among the elderly people (p < 0.0001). Nevertheless, SOD
was similar in both groups {p = 0.346). These findings reveal that the eld-
erly residents of Mexico City have TAS and GPx lower than adults, and simi-
lar SD activity, probably due to the fact that these antioxidants are neutral-
izing the higher LPO levels of elderly people. Therefore, this mechanism
coutd be considered as an efficient antioxidant capacity in the elderly, as
response to high LFO levels, since the health status, mortatity prevalence
and life span life of the older people of Mexico City are similar or better than”
other cities of Mexican Repubtic.

Key words: Adaptation to oxidative stress * total antioxidant status * elder-
ly people * pollution * superoxide dismutase * glutathione peroxidase.

Resumen

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN RELACION A NIVELES SERICOS DE
LIPOPEROXIDOS EN ANCIANOS SANOS DE LA CINUDAD DE MEXICO

Se ha propuesto que fos sujetos expuestos permanentemente a la conta-
minacion ambiental tienen una deficiente capacidad para contrarrestar el
estrés oxidativo (EOx) y que el envejecimiento es un factor causante de
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dicha aiteracién. EL objetivo de este estudio fue analizar la capacidad antioxidante contra el
aumentio de lipoperdxides (LPQ) en aduftos mayores sanos de 3 ciudad de Méxice. Se estu-
diaron 105 adultos residentes de la ciudad de México (44 + 10,8 afios) y 126 adultos mayo-
res (68 = 7.1 afics) clinicamente sanos, no fumadores, sin ingesta de vitaminas antioxidantes,
cori residencia en esta ciudad per mas 10 afios. Se cuantificd a tedos los sujetos fos LPC plas-
mdticos, capacidad sérica antioxidante total (AT), actividad eritrocitaria de superoxido dismu-
tasa (SOD) y piasmatica de glutation peroxidasa (GPx). Se encontrd que los niveles de LPO fue-
ron mas altos en los adultos mayores comparados con los jovenes (p < 0,05); asimismo, AT y
GPx fueron mayores en los fovenes (p < 0,0001). La SOD fue similar en ambos grupos (p=
0.346). Estos haliazgos revelan que os ancianos residentes de la ciudad de México tienen con-
centraciones més bajas de AT y GPx en comparacion con los aduitos y una actividad similar de
la SOD, debido probablemente a que estos antioxidantes estan neuvtralizande los niveles mas
altos de los LPO de los ancianos. Por lo tanto, este mecanismo podria ser considerado conmo
una capacidad antioxidante eficiente en los ancianos como respuesta a ios altos niveles de
LPO, ya que el estado de salud, prevalencia de mortalidad y jongevidad de los adultos mayo-
res de la ciudad de México es similar o mejor al de fos residentes de otros estados de la Re-
pliblica Mexicana.

Palabras clave: Adaptacién a estrés oxidative * capacidad antioxidante total * adultos ma-

yores * contaminacién ambiental * superéxido dismutasa * glutatién peroxidasa.

Introduction

Oxidative stress (OxS) is a serious imbalance
between the reactive oxygen species (ROS) produced
and the effective action of the antioxidant systern. {tis
a factor that contributes to aging and the develop-
meni, among other diseases, of diabetes mellitus,
chronic obstructive lung disease, atherosclerosis,
Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, rheumatoid
arthritis, and some types of cancer (1). Diverse factors
affect the antioxidant status in favor of OxS, such as
an antioxidant-deficient diet, strenuous exercise,
smoking, alcoholism, exposure to air pollutants,
genetc alterations and age (2).

There are abundant experimental and observational
evidence that supports the idea that aging is the sum of
al} free radical reactions throughout all cells and tissues,
or at least that they are 2 major contributor to it (3) (4).

The inhabitants of Mexico City are exposed most of
the time te high levels of air pollutants, which have
been associated with an increase in the incidence of
mortality in children (5). However the health staus,
mortality prevalence and life span of the elder people
in Mexico City is similar of better than athers cities of
Mexican Republic (6).

In such regard, it has been demonstrated that
newly arrived subjects to Mexico City (1-8 days) pres-
ent greater lipoperoxidation concomitant with a
greater production of Cu/Zn-superoxide dismutase
(SOD), in comparison with permanent residents. In
spite of this, SOD actvity decreases by 50% at 16
weeks, accompanied by a lowering in plasma lipoper-
oxides (LPO) of 30%, probably due to the adaptive

Acta Bioguim Clin Latinoam 2004; 38 (2): 193-8

capacity or efficient antioxidant activity that the inhab-
itants of Mexico City develop to air pollution (7).

Therefore, the purpose of this study was to evalirate
the antioxidant activity in healthy adults and elderly
people, to ascertain the influence of the aging and
exposition to air pollution on the capacity of response
against lipid peroxides production that occur in the
Mexico City elderly population,

Material and Methods

POPULATION UNDER STUDY

The study included frec-living subjects: 105 adults
aged < 60 years (mean 44 + 10.8 years} and 126 elder
subjects aged 60-85 years {mean 68 £ 7.1 years). All of
them had lived in Mexico City for the past 10 years.
None of the subjects studied had been taking anuoxi-
dant supplementatdon (vitamins and/or minerals)
smoked, had acute or chronic diseases, or was receiving
prescribed medication, and werec not alcohol heavy
drinkers for at least 6 months before the study iniciation.

The subjects were accepted io participate in the
study after their informed consent. The Ethics
Committee of Universidad Nacional Awénoma de
México (UNAM) Zaragoza Campus approved the
research protocol for this study.

Weight, height, and body mass index (BMI) were
obtained as anthropometric measurements. Weight
was measured with the subject in a fasting state and
after evacuation, in underwear and a clinical smock. A




Torino* scale {Tecno Logica Mexicana, Mexico) was
used, calibrated prior to each weighi measurement.
Height was obtained with an aluminum cursor
stadimeter graduated in millimeters, with the subject
without footwear, with heels, back, and head in contact
with the stadimeter in Frankfurt horizontal plane. BMI
was calculated by means of the division of weight in kg
by height in squared meter (kg/m?).

ATMOSPHERIC MONITORING

Air-pollution data was collected from the regional
quality network. Annual mean of ozone concentration
in the atmospheric environment of Mexico City was
0.155 + 0.46 ppm (8).

BLOOD SAMPLING AND PREPARATION

In the all subjects, blood samples were collected after
a 12 hour fasting period by venopuncture and placed in
vacutainer/siliconized test tubes containing a separat-
ing gel and no additive. EDTA or heparin was employed
as the anticcagulant agent Blood samples containing
EDTA were analyzed using a complete blood count
(including hemoglobin, hematocrit, and leukocyte
counts). The following serum quantifications were con-
ducted: glucose, urea, creatinine, urate, albumin, cho-
lesterol, triglycerides, and high-density lipoproteins
(HDL) cholestercl. These tests were used as screening
measurements for the diagnosis of the chinically healthy
subjects. All reagents employed in biochemical tests
were obtained from Randox Laboratories, Ltd. Cut-off
points for reference values were determined at the
Gerontology Clinical Research Laboratory of the
UNAM, Zaragoza Campus, in Mexico City (9).

TOTAL ANTIOXIDANT STATUS

Total antioxidant status was determined using
ABTS* (2,2%-azidodiethylbenzothiazolin sulphonate)
radical formation kinetics (Randox Laboratories,
Ltd). The presence of antioxidants in plasma sup-
presses the bluish-green staining of the ABTS* cation,
which is proportional to the antioxidant concentra-
tion. Kinetics is measured at 600 nm.

RED BLOOD CELL SUPEROXIDE DISMUTASE
(50D)

The method employs xanthine and xanthine oxi-
dase (XO) to generate superoxide radicals, which react
with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5>-phenyltetra-
zolium chloride (INT) to form: 2 red formazan dye.
SOD activity was measured by the degree of inhibition
of the reaction (Randox Laboratories, Ltd). Kinetics is
measured at 505 nm.
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PLASMA GLUTATHIONE PEROXIDASE (GPX)

GPx catalysed the oxidation of glutathione (GSH)
by cumene hydroperoxide, in the presence of gl
tathione reductase (GR) and NADPH; the oxidized
glutathione {GSSG) was immediatelv converted to the
reduced form with a concomitant oxidation of NADPH
1o NADP+. The decrease in absorbance at 340 nm was
measured {Randox Laboratories, Ltd).

PLASMA LIPOPEROXIDES

The thiobarbituric acid reacting substances (TBARS)
assay was used, as described by Jentzch et al. (10). In the
TBARS assay, one molecule of malondialdehvde (MDA)
reacted with two molecules of thiobarbituric acid (TBA)
with the production of a pink pigment with absorption
at 535 nm. Amplificaton of peroxidation during the
assay was prevented by the addition of the chain-break-
ing antoxidant BHT.

Plasma (400 pL} or MDA standard (0.2-4 mmol/L)
prepared by hydrolysis of 1,1,3,3-tetrtamethoxypropane
(TMP) (Sigma Chem. Co. St. Louis, MO. USA) was
mixed with 400 uL orthophosphoric acid (0.2 mol/L)
(Sigma Chem. Co.} and 50 pL BHT (2 mmol/L)
(Sigma Chem. Co.j, in 12 X 75 mm tubes. Then we
added 50 pL TBA reagent (0.11 mol/L in 0.1 mol/L
NaOH) {Fhika Chem., Buchs, Switzerland} and mixed;
subsequently the contents were incubated at 90 °C for
45 min in a water bath. The tubes were put on ice to
stop the reaction. TBARS were exwacted once with
1000 plL n-butanol (Sigma Chem. Co.). The upper
butanol phase was read at 535 nm and 572 nm to cor-
rect for baseline absorption in UV:Specirophotometer
(Shimadzu, Columbia, MD, USA). MDA equivalents
{TBARS) were calculated using the difference in
absorption at the two wavelengths and quantification
was done with calibration curve.

STATISTICAL ANALYSIS

Data were processed through use of standard swatis-
tical seftware SPSS 10.0 (SPSS Inc. Michigan, IL,
USA). Descriptive statistics are means + standard devi-
ation (SD}); results were analyzed using Student’s £test.
A pvalue < .05 was considered significant.

Results

Biochemical characteristics of the subjects under
study showed that the elderly and adults had normal
levels of all parameters {Table I).

LPO were found significantly higher {p < 0.05) in
the elderly as compared with adults (Table II); in the
same manner, TAS and GPx activity were observed to

Acta Bioquim Clin Latinoam 2004; 38 (2): 193-8
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be higher in the adults than among older persons
(¢ < 0.0001); nevertheless, SOD activity was similar in
both groups (p = 0.346).

Discussion and Conclusion

Studies on-the molecular biology during the aging
process are not entirely consistent, probably due to the
biclogical and social heterogeneity of the populations
studied, in addition to the environmental influence
(11). For this reason, although some generalizations
have been established, such as that DNA oxidative dam-
age increases with age (12}, it has been demonstrated
that this does not occur in all populations. In this

regard, it was reported that 45% of the elderly people
in Mexico City have oxidative DNA damage in lympho-
cytes (13)(14), and at the same time that urban elderly
inhabitants have higher LPO levels and lower antioxi-
dant capacity than rural elderly population (15).

In respect with diseases related to aging, it has been
demonstrated that oxidative DNA damage is associated
with heart disease (16); in the same manner Lerman et
al. found higher prevalence of diabetes mellitus among
elderly residents of Mexico City in contrast to elderly
residents of a rural area (17). Moreaver, Leinonen et
al. revealed an association between antioxidant capaci-
ty and coronary heart disease as well as renal dysfunc-
tion in subjects with diabetes mellitus (18).

On the other hand, it has been established that
OxS increases with aging; however, King et al. demon-

Table 1. Biochemical characteristics and body mass index (BMI) of the subjects under study.

Adults Eiderly
(n =105} (n=126)

Glucose {mmol/L) 527 +1.72 544 £ 2.0
Urea (mmol/L) 11.42 + 3.21 1249 +3.57
Creatinine (mmol/L) 85.74 + 22.10 81.33 + 20.33
Urate {(pmol/L} 303.45 £ 95.20 297.50 £107.10
Cholesteral {mmol/L) 5.28 ¥ 0.98 5.77 + 1.45
Triglycerides (mmol/L) 2.08 +1.07 2.06 £ 0.92
HDL cholesterol (mmol/L} 1.24+0.33 1.32 + 0.39
Albumin (mmol/L) 0.66 + 0.06 0.62 + 0.07
Hemoglobin (mmol/L}

Females 8.88 + 0.74 8.75 + 0.80

Males 10.24 £ 1.12 9.8t £ 1.12
Hematocrit

Females 0.44 £+ 0.03 0.44 + 0.04

Males 0.49+ 003 0.46 £ 0.05
Total leukocytes (X10%/L) 6.66 + 1.51 6.49 + 1.55
BMI (kg/m2) 275+ 40 27.8+43

Tabie |1. Mean values = SD of plasma lipoperoxides, total antioxidant status, and antioxidant enzymes (SOD and GPx)

in adults and elderly.
Adults Elderly

n 105 126
Lipoperoxides (pmol/L) 0.328£0.17 0.399 + 0.19*
Total antioxidant status (mmol/L) 1.28+0.27 1.16 + 0.21!
Superoxide dismutase (U/L} 175+ 113 173z 176
Glutathione peroxidase (U/L) 7525 1 2030 6281 = 21667
*p < 0.05, 'p < 0.0001; Student's £ test.
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strated that antoxidant levels, GPx and catalase (CAT)
activities, and ceruloplasmine levels were significantly
higher in 2 group of elderly adults from 75-80 years of
age compared with individuals in the age groups from
85-39 vears, 50-54 years, and 65-69 years (19). Similar
results have been observed in centenarians (20). Also,
it has been demonstrated that tolerance or adaptation
to OxS increases during the life span, this probably
associated to better health (21). In this sense, the
results of this study show that SOD activity is similar in
elderly and adults (p > 0.05), though older subjects
have LPO higher as compared to the adults (¢ < 0.05),
which could be considered as a response ot adaptation
to oxidative stress. In this regard, it has been reported
in several studies that there exists a progressive
increase of LPO age-related associated with a decrease
in SOD (r = —0.83) (22)(23), however in this study it
was not observed decrease in SOD activity age-related.
Nevertheless, Mecocci ef al. observed that SOD activity
rises proportionally during aging, though diminishing
in centenarians, which can be interpreted as a2 com-
pensatory response of the organism to elevate in ROS
with increasing age, for enjoy a succesful aging (20).
This same incremental behavior in SOD activity with
higher ages was observed by Okabe et al. (24).
However, Medina-Navarro et al. demonstrated that
SOD initally increases prior to exposure to air pollu-
tion, to later diminish by 50% at 4 months of constant
exposure (7). In this sense, the results of this study
reveal that the elderly residents of Mexico City have
TAS and GPx lower than adults and a similar SOD
activity, due probably to the fact that these antioxi-
dants are neutralizing the higher LPO levels.
Therefore this mechanism could be considered as an
efficient antioxidant capacity against high LPO levels
by exposure to air pollution. In this sense, the health
status, mortality prevalence and life span of the
Mexico City inhabitants are similar or better than
other cities of Mexican Republic (6). In such regard, it
has been showed that resistance to oxidative stress may
be acquired by coordinated changes in multiple
antioxidant pathways (25).

With relation to TAS, in this study it was ocbserved a
statistically significant decrease in the elderly, in com-
parison to younger persens (p < 0.0001}, which con-
trasts with that reported by Aejmaleus & al., who found
that antioxidant capacity increases in relation to age
increase {26}. This may be due to the fact that the
elder subjects, living in Mexico City exposed to a high-
er OxS from air pollution, show a relative diminution
in antioxidant capacity as a consequence of the per-
manent consume of antioxidant by aggression of free
radicals. This mechanism can be a response of an
adaptation process, which is necessary to survive in a
city with high pollutants levels like Mexico City.

On the other hand, it was found in this study a sig-
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nificantly lower GPx activity in the elderly subjects as
compared to young adults (# < 0.0001), in contrast
with that reporied by King et al. and Mecocci e al., who
concluded that GPx activity increase with age
{19)(20). In such regard, the importance of GPx to
maintain homeostasis in the light of increase of LPO
has been demonstrated by Laaksonen (27). Therefore,
the lower levels of GPx in the elder inhabitants of
Mexico City, in comparison with those of young adults,
could be due to an efficient biological response or
adaptative process to the greater production of ROS,
due to pollution and aging itself, a response achieved
litde by litde through a process of adaptation to OxS.

Although the results are not conclusive since it is a
cross-sectional study, it allows us to infer that the eld-
erly residents of Mexico City have TAS and GPx lower
than adults, and similar SOD activity , due to the fact
that these antioxidants are neutralizing the higher
LPO levels. Therefore this mechanism could be con-
sidered as an efficient antoxidant capacity in the eld-
erly, as response to high LPO levels.
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Propuesta de un constructo para evaluar
integralmente el estrés oxidativo
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RESUMEN

ABSTRACT

El desequilibrio biogquimice propiciado por la produccion exce-
siva de especies oxidantes que provocan dafio oxidativo a las
biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los siste-
mas antioxidantes se denomina estrés oxidativo (EOx), el cual
se ha relacionado con el envejecimiento y mas de 100 padeci-
mientos, sin embargo en la literatura cientifica no encontra-
mos una definicion operativa que contemple los biomarcado-
res implicados en el proceso de manera integral, generando
confusiones y problemas de interpretacion tedrica. Por tal mo-
tivo, la finalidad del presente articulo es fundamentar de ma-
nera tedrica la propuesta de un constructo integral y dinamico
que considere tanta la concentracién de biomoléculas oxidadas
como los componentes del sistema antioxidante intracelular y
extracelular. En el constructo se propone la medicion integral
y dinamica del EOx a través de la evaluacién de la eficiencia
del sistemna antioxidante, estableciendo las categorias de: a)
sistemna antioxidante eficiente (SAE) cuando se contrarresta
de manera eficaz la accién nociva de los RL; b) deficiencia an-
tioxidante enziméatica (DAEN) si se genera EOx por accién ine-
ficaz o insuficiente de las enzimas antioxidantes; ¢} deficiencia
antioxidante exégena (DAEX) cuando hay una accion insufi-
ciente o ineficaz de las moléculas antioxidantes de origen exd-
geno con relacién a la accidn nociva de los RL y d) deficiencia
global del sistema antioxidante (DGSA) si los componentes an-
tioxidantes enddgenos y exégenos muestran un desequilibrio
con relacién a fos RL. Esta propuesta es una alternativa para
Ia evaluacion e interpretacién integral del EOx.

Oxidative stress (OxS) is a serious imbalance between the
overproduction of free radicals (FR) and the effective ac-
tionr of the antioxidant system that produce oxidative da-
mage to the biomolecules. This OxS has been assaciated
with the aging process and more than a hundred different
diseases. However, there is not an operative definition that
includes all biomarkers implied in this process integrally,
giving as result confusion and theoretical misinterpreta-
tions. The objective of this paper is to theoretically funda-
ment the proposal of an integral and dynamic construct
that considers the concentration of oxidized biomolecules
and the components of the antioxidant (intracellular and
extracellular) systems. In this construct we propose the in-
tegral measurement of OxS through the evaluation of the
efficiency the antioxidant system, and the establishment of
categories for: a) the efficient antioxidant system (EAS)
when it neutralize the harmful action of FR; b} antioxidant
enzymatic deficiency (AEDN} if it generates OxS due to inef-
ficient or insufficient action of antioxidant enzymes; ¢} an-
tioxidant exogenous deficiency (AEXD) when the antioxidant
biomolecules from exogenous source are ot capable to neu-
tralize FR; and d) antioxidant system global deficiency
(ASGD) if the antioxidant endogenous and exogeneus mole-
cules show an unbalance in favor of FR. This is an alterna-
tive proposal for the evaluation and interpretation of OxS
in an integral fashiomn.

Palabras clave: Estrés oxidativo, sistema antioxidante,
radicales libres, constructo.

Key words: Oxidative stress, antioxidant system, free radicals,
construct.
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INTRODUCCION

La palabra constructo es un término ampliamente
utilizado en el campo de las ciencias psicosociales, y
cada vez mas empleado en el campo de las ciencias de
la salud, el cual se refiere a una serie de conceptos
tedricos que se relacionan entre si para conformar
una entidad dnica que sirva como medicién de un fe-
némeno, como es el caso de un indice que permita
evaluar la severidad de una enfermedad o el grado de
incapacidad funcional.'? Especificamente con relacion
al estrés oxidative (EOx), en 1a literatura cientifica
no encontramos una definicién operativa que contem-
ple los biomarcadores implicados en el proceso de ma-
nera integral, por lo que es necesario proponer un
constructo sobre la base de sus mediciones, partiendo
de que un biomarcador de efecto permite una valora-
cién de las respuestas adversas tempranas o tardias,
de un téxico u atro factor en los sistemas fisiolégicos,
6rganos u organisinos y cuyo primer propésito es la
identificacién de individuos o poblaciones con riesgo
de padecer efectes adversos para su salud y asi tomar
las medidas preventivas pertinentes.’

En la actualidad se ha relacionado el EOx con el
envejecimiento y mas de 100 padecimientos, ya que
las especies reactivas (ER) y los radicales libres (RL}
favorecen la presencia o las complicaciones de enfer-
medades como: ateroesclerosis, diabetes mellitus,
procesos inflamatorios, el proceso isquemia/reperfu-
sidén, enfermedad de Alzheimer, y diversos tipos de
céancer, entre otros; constituyendo asi uno de los me-
canismos fisiopatolégicos mas impoertantes para expli-
car dichos procesos morbosos.*®

Con relacién al envejecimiento, hay evidencias
cientificas en el campo de la biogerontologia con res-
pecto a que el EOx se incrementa conforme aumenta
la edad,*!' sin embargo, existen estudios que se con-
traponen a esta afirmacion y en los cuales se ha ob-
servado que la actividad antioxidante se incrementa
en los sujetos mayores de 70 aftos,'2™* asi mismo se ha
reportado una falta de correlacién entre la acumula-
cion del dafio oxidativo y el envejecimiento;" por lo
que la validez de la hipétesis del estrés oxidativo du-
rante el envejecimiento podria ser cuestionada, par-
tiendo de que el analisis del proceso del EOx se reali-
za de manera parcial ya que no considera todas los
elementos involucrados, generando confusiones y
problemas de interpretacion tedrica.

Por otro lado, en diversas investigaciones se ha
sefialado que una disminucién en la actividad de las
enzimas antioxidantes o en la capacidad antioxidan-
te total no siempre indica una condicién no deseable
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si los niveles de especies oxidantes se encuentran en
valores bajos aceptables, de ahi que se puede aseve-
rar que si los componentes que conforman el siste-
ma antioxidante estdn disminuidos, no siempre se
debe a la insuficiencia del sistema antioxidante sino
a que pueden estar actuando de manera eficiente
contra las ER para evitar que se genere un desequi-
librio a favor de estos ultimos (EOx) y dafen a las
células, o a que no son necesarios porque no hay
compuestos oxidantes que degradar, ya que el proce-
so es dinamico y su eficiencia debe evaluarse consi-
derando la cantidad de RL o el daiio a las biomolécu-
las. Asi mismo, una actividad antioxidante alta no
siempre garantiza un efecto benéfico contra las mo-
Iéculas oxidantes a pesar de ser el resultado de una
adaptacién al incremento en la formacion de éstas,
ya que bajo ciertas circunstancias se convierten en
pro-oxidantes, como en el caso del sindrome de
DOW]’LW'lE'”

Por ello, es necesario contemplar no sélo el efecto de
dano oxidativo y/o la disminucién en los componentes
antioxidantes, sino la eficiencia del sistema antioxi-
dante, de ahi que la finalidad del presente articulo es
fundamentar de manera tedrica la propuesta de un
constructo integral, dindmico, practico y accesible a
laboratorios clinicos, que considere tanto la concen-
tracion de biomoléculas oxidadas como los compo-
nentes del sistema antioxidante intracelular y extra-
celular.

CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

El EOx se define como el desequilibrio bioquimico
propiciado por la produccion excesiva de ER y RL
que provocan dafio oxidative a las biomoléculas y
que no puede ser contrarrestado por los sistemas an-
tioxidantes (AOx);* siendo los RL especies quimicas
que poseen en el ultimo orbital un electrén no apa-
reado, por le que son capaces de extraer un electrén
de las moléculas vecinas para completar su orbital,
convirtiéndose en componentes altamente reactivos
y oxidantes. 31819

El oxigeno {(O,} contenido en el aire que normal-
mente respiramos es fundamental para la vida, sin
embargo, muchas reacciones en las que participa el
O, originan RL, de ahi que el oxigeno sea una molécu-
la potencialmente tdxica. L.a reduccién univalente de
O, genera intermediarios reactivos en una serie de
reacciones que involucran cuatro electrones, produ-
ciendo tres compuestos denominados especies reacti-
vas de oxigeno (EROs): el anién superdxido (0,~), el
peroxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidrexilo
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(OH").>'%% E1 H,O, no es un radical libre, pera cae en
la categoria de EROs por ser un campuesto interme-
diario e importante en la bioquimica de los RL, ya que
se descompone facilmente en presencia de metales de
transicién (principalmente el Fe?*) para producir el
OH" 5% Ademas del O,, el nitrégeno también es capaz
de formar RL como dos 6xidos: oxido nitrico (NO') y
didgxide nitrico (NQO,"}, conformando las llamadas es-
pecies reactivas del nitrégeno (ERNs).5% A su vez, los
radicales OH" son capaces de reaccionar con las bio-
moeléculas preduciendo RL organicos menos reacti-
vos, como }os peroxilos (RCO") y radicales tiol (RS*)
y el 0,77 y NO" reaccionan entre si para formar pe-
roxinitritlo (ONOQ™}, entre otros.5!92!

Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo
vivo dispone de una serie de sistemas antioxidantes
que contrarrestan la generacién de RL. Un antioxi-
dante es una entidad quimica qgue a bajas concentra-
ciones, en comparacion con el oxidante, retarda o pre-
viene la oxidacién de un sustrate incluyendo lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y ADN.>% De éstos po-
demos destacar a las enzimas antioxidantes intrace-
lulares superdxide dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1),
glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y catalasa
(CAT, EC 1.11.1.6); asi como diversos componentes
plasméaticos como: glutation oxidado y reducido, bili-
rrubina, dcido trico y albtimina, ademds de las vita-
minas antioxidantes A, C y E, los minerales selenio y
zinc, y las hormonas, melatonina, dehidroepiandros-
terona y estrégenos.'*#2! En condiciones fisioldgicas,

estos mecanismos de defensa mantienen una baja
concentracion de EROs en la célula y su actividad es
muy precisamente regulada;® de aqui que el equili-
brio entre la produccién de ER y las defensas an-
tioxidantes determina el grado de estrés oxidative?-#7
(Figura 1).

MEDICION PARCIAL DEL
ESTRES OXIDATIVO

Se han propuesto una gran variedad de marcadores
biolégicos para evaluar el estrés oxidativo, cuyos indi-
cadores han side desarrollados para determinar el
dano mediado por RL o Ia generacién de RL in vivo,
dentro de los cuales se incluyen las mediciones de li-
pidos, proteinas y ADN oxidados. Estas técnicas son
ampliamente aplicadas en la investigacidn clinica y
epidemiologica.?#

De todas las biomoléculas que pueden ser atacadas
por RL, los lipidos son probablemente los méas suscep-
tibles, especificamente los poli-insaturados que son f4-
cilmente oxidables. EI proceso de oxidacién de los lipi-
dos es llamada lipoperoxidacion o peroxidacién lipidica
y los productos de estas reacciones se denominan lipo-
peréxides (LPO). En este sentido, las membranas ce-
lulares son ricas en 4cidos grasos poli-insaturados, de
ahi que este proceso dana directamente la estructura
de la membrana celular e indirectamente a otros com-
penentes celulares por la produccion de aldehidos
reactivos.?3°

O, Arginina
Metabolismo
agrobico l NOS Figura 1. Formacion intra-
— celutar de especies reacti-
Os NO' vas de oxigeno (EROs).
0Q,~* = i6n superéxido
SOD OH" = radical hidroxilo
_ R® = radical peroxi
ONOGC ROQ" = radical peroxilo
H.0 CAT H,O NGO = axido nitrico
2 — 22 H* QONQO~ = peroxinitrilo
Gipx N —  SOD = superaxido
Fe“ libre NOQ3 dismutasa
L OH + NGQ,~ CAT = catalasa
Radiacion . GPx = glutation peroxidasa
OH NOS = éxido nitrico
l‘ sintetasa.
. . N Modificado de: Pierrefiche
RO RH
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La peroxidacitn lipidica es probablemente el pro-
ceso inducido por RL mds extensamente investiga-
do. Los LPO son compuestos inestables que tien-
den a degradarse rapidamente en una variedad de
productos que incluyen: dienos conjugados, alcanos
(etano y pentano), productos aldehidicos (malon-
dialdehido, n-aldehidos y aldehidos «,8-insatura-
dos) e isoprostanos; todos ellos medibles por proce-
dimientos que van desde los espectrofotométricos
hasta la cromatografia de alta resolucién (HPLC) o
de gases (CG) .3

El procedimiento mas cominmente utilizado en
los tejidos y fluidos humanos es la medicién del ma-
londialdehido (MDA) acoplade a acido tiobarbittirico
{TBA}, cuyo resultado es un aducto cromogénico, lla-
madoe TBARS, que puede medirse espectrofotométri-
camente a 532 nm, por fluorescencia a 553 nm o por
HPLC.*#% Esta técnica, aunque con algunas limita-
ciones que han sido superadas,® es de baja compleji-
dad y rapidez, por lo que se considera como el método
de eleccidn en estudios epidemioldgicos.>*3

Asi mismo, el ADN no esta exento del proceso oxi-
dativo, tanto el nuclear como el mitocondrial # Al res-
pecto Ames y cols. (1993)* estimaron que una célula
humana recibe 10,000 impactos oxidativos en el
ADN/dia producidos por OH", es decir, de cada 102
moléculas de oxigeno que entran a la célula/dia, es
posible que 1 en 200 danen al ADN.* Las EROs pue-
den causar entrecruzamiento de proteinas-ADN, in-
tercambio de cromaétidas herrmanas, daiio a la estruc-
tura de la desoxirribusa-fosfato y oxidacién de las
cuatro bases nitrogenadas.?**** Las modificaciones
oxidativas en las bases producen mutaciones, mien-
tras que la oxidacién de la desoxirribosa puede indu-
cir liberaciéon de bases y rompimiento de cadena sen-
cilla en las hebras de ADN.3¥ La reactividad del OH"
hacia la desoxirribosa varia considerablemente, sien-
do les carbenos 4 y 5 los mds susceptibles,” la lesion
predominantemente observada es el rompimiento de
la hebra mediade por hierro y H,0,.%®

La medicién del dano oxidativo al ADN puede ser a
través de la presencia de los productes de oxidacién
de la guanosina: 8-hidroxiguanosina (80HG) y su nu-
cledtido 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80HAG) por
técnicas de HPLC, CG y ELISA*" Otra manera de
evaluar el dafic al ADN es por media de la electrofore-
sis unicelular alcalina en gel o ensayo cometa en lin-
focitos, método sensible semicuantitative en donde se
analiza el dafio célula por célula.***f En los estudios
epidemiolégicos se utiliza con mayor frecuencia la
medicion de BOHG y 80HJG debido a que se realiza
en orina, complementada con el ensayo cometa.?
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El dafio causade a las proteinas es un proceso irre-
versible, el cual puede incrementar el enrollamiento
erroneo de las estructuras secundarias o la pérdida de
Ia formacién de las estructuras terciaria y cuaterna-
ria. Esto es debido a que todos los residuos de ami-
nodcidos son sujeto de ataque por OH", producién-
dose una oxidacién, formando las llamadas proteinas
carboniladas y favoreciendo el entrecruzamiento en-
tre proteinas o con otras biomoléculas como la gluco-
sa (glucosilacion). Estos cambios conformacionales
pueden hacer a las proteinas mas susceptibles de pro-
tedlisis, desnaturalizacidon o producir pérdida de su
actividad biologica.!3454¢

Se han desarroltado varios métodos analiticos para
la medicion de proteinas carboniladas en tejidos, pero
estos compuestos son muy labiles, dificultando los
procedimientos, de tal manera que se ha argumenta-
do que otras modificaciones de las proteinas, tales
como la hidroxilacién aromdtica de fenilalanina y la
conversion de tirosina a di-tirosina y nitro-tirosina,
son mejores marcadores del estrés oxidativo, aunque
se han utilizado principalmente en tejidos 3

Por otro lado, se han propuesto como marcadores
bioldgicos de EOx al sistema antioxidante a través de
la medicion de las enzimas SOD, GPx y CAT, ademas
de componentes no enzimaticos como las vitaminas
A, Cy E, la concentracion de selenio y zinc, el gluta-
tion, la capacidad sérica antioxidante total (AT) y, re-
cientemente el GAP o brecha antioxidante, este ulti-
mo definido como los antioxidantes diferentes de
albimina y acido drico, no medidos en las técnicas
para la determinacion de AT 13475

Para valorar los mecanismos antioxidantes intra-
celulares se utiliza tradicionalmente el seguimiento
de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD,
GPx y CAT. Para la SOD se emplea con mayor fre-
cuencia un método indirecto, en el cual se genera O,
con la enzima xantina oxidasa (X() a partir del sus-
trato xantina y la SOD compite con un colorante indi-
cador {INT) por el O,~". La accidén de la GPx puede
ser valorada de diferentes maneras, ya sea midiendo
la liberacién de glutatidn oxidado (GSSG) o por accion
de la enzima sobre un hidroperdgxido organico en pre-
sencia de H,O,. Para la actividad de la CAT se sigue la
reaccién de descomposicién del H,O,, por la pérdida de
la absorcion a 240 nm, o por la medicion de la libera-
cién de O, utilizando un electrodo de oxigeno.?

Las defensas antioxidantes extracelulares se mi-
den a través de la denominada capacidad antioxidan-
te total (AT}, en la cual se considera la accién acumu-
lativa de todos los antioxidantes presentes en el
plasma y los fluidos corporales, siendo un parametro
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integrado, mas bien que una simple suma de antioxi-
dantes medidos.” Las técnicas desarrolladas para me-
dir la capacidad antioxidante total de las muestras
biolégicas valoran la habilidad de compuestos donan-
tes de un H* o un electrén para oxidar las especies in-
troducidas en el sistema de ensayo, por lo que son cla-
sificados como métodos de inhibicién o indirectos del
poder antioxidante total.’¢*

Otra forma de medir al sistema antioxidante es a
través de la concentracion de las vitaminas antioxidan-
tes, los minerales selentio (Se) y zinc (Zn), el glutation
{GSH) y la razén glutation reducido/oxidade (GSH/
GSSG). Las vitaminas A y E pueden cuantificarse si-
multaneamente por HPLC empleando un detector de
absorcion ultravioleta-visible, permitiendo un analisis
rapido.® Para la vitamina C se han desarrollado varios
métodos, los sistemas de deteccidén suelen basarse en
una de las reacciones siguientes: oxidacion del ascorba-
to a dcido deshidroascérbico, reduccidn del acido deshi-
droascdrbico a ascorbato o absorcion ultravioleta (UV)
del ascorbato o acido deshidroascérbico; siendo el mé-
todo de eleccion el HPLC por ser mas preciso y exac-
to.* El Se y el Zn forman parte del sitio activo de las
enzimas antioxidantes, Se de la CPx y Zn de la
SOD;5 su cuantificacion se lleva a cabo a través de
absorcidn atémica e indica una medicién indirecta de
la cantidad de dichas enzimas *® Y en el caso del gluta-
tién en sus dos formas el método indicado es HPLC,
aunque los estudios en plasma han sido limitados por
problemas técnicos asociados a las bajas concentra-
ciones de GSH y su facil oxidacién.”

Todas estas mediciones han sido utilizadas como
biomarcaderes aislados y de manera estatica, inter-
pretando el EOx como el incremento de las biomolé-
culas oxidadas o la disminucién de los componentes
antioxidantes intracelulares y/o extracelulares; sin
tomar en cuenta que el EOx integra el efecto de la ex-
posicion a oxidantes acoplade con les mecanismos
protectores antioxidantes /nn vivo de una manera di-
ndmica. Dentro del dinamismo del balance oxidativo,
podemos observar individuos con niveles de LPO y/o
ADN oxidado elevados con una respuesta antioxidan-
te aparentemente eficiente, asi como sujetos sin altos
niveles de moléculas oxidadas perc deficiente res-
puesta antioxidante, por lo que si se evalidan de ma-
nera independiente el sistema pro-oxidante y el an-
tioxidante, se propician errores de interpretacién
tedrica y limitaciones para su aplicacion clinica. En
este sentido, Amstad y cols. (1991)%® demostraron, en
lineas celulares transformadas de ratones, que el ba-
lance entre la actividad de SOD y CAT + GPx es mas
importante para determinar el efecto oxidativo que la
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actividad absoluta de una sela enzima. Siguiendo esta
prepuesta, Remacle y cols. (1992)% desarrollaron un
modelo tedrico de interaccion bioquimica entre estas
tres enzimas observando que la razén SOD/GPx baja
da una mejor proteccidn contra el estrés oxidativa,
debido a que la eficiencia de SOD es relativamente
mayor por periodos cortos de esirés, los cuales princi-
palmente afectan la divisién celular sin degeneracién
celular; ademds, que hay un nivel critico de dafio
como resultado del balance entre la produccién de RL
y los sistemas de defensa, principalmente GPx y CAT.
Es por ello que se habla de una cooperacion aditiva y
sinérgica entre estas tres enzimas ya que la protec-
cion entre SOD y GPx es aditiva y entre GPx y CAT
es sinérgica.®®

Esta cooperacién de defensas antioxidantes sigue
una via metabélica para la eliminacion de las princi-
pales EROs del ambiente celular. En ésta, la SOD se
encarga de dismutar al O, abstrayendo un electrén
para producir H,O,. El segundo paso es la reduccion
del H,0, a agua por medio de GPx o CAT; pero en
presencia de metales de transicion, como el Fe?*, se
cataliza la reduccién del H,0, a OH" por medio de
una reaccign llamada de Fenton (Figura 2).*%#'% Un
desequilibrio entre el primer y segundo paso tiene el
potencial resultado de incrementar los niveles de
H,O, y OH" intracelular, provocando senescencia ce-
lular tanto en cultivos celulares como en eritrocitos
humanos.’?f'%? Asi mismo, la constante de velocidad
de reaccidn de SOD es mads alta que la de GPx (2 x 10°
y 5 x 107, respectivamente), por lo que el HLO, se for-
ma rdpidamente y no es eliminado en su totalidad;
ademads, si lo que se tiene es una desproporcion en la
actividad entre SOD y GPx, a favor de la primera, se
puede producir un incremento en la lipoperoxida-
cién.® asi como una razén SOD/GPx + CAT alterada
puede afectar la expresion génica por modificacién en
los enlaces y/o disponibilidad en los factores de trans-
cripcion del ADN 5 En este sentido, las razones SOD/
GPx y SOD/GPx + CAT han sido propuestas coma
indicadores diagnodsticos, pero sigue siendo una eva-
luacidén parcial al contemplar unicamente los siste-
mas enzimaticos,'*® dejando a un lado los antioxidan-
tes extracelulares no enzimaticos.

Con respecto a los antioxidantes extracelulares o
exdgenos, los principales antioxidantes (por masa y
actividad) del plasma humano son la albimina vy el
acido 1trico, los cuales conforman mas del 50% de la
actividad antioxidante total en la mayoria de las
muestras. Se utiliza el término de actividad residual o
brecha antioxidante (antioxidant gap) (GAP) como la
actividad antioxidante de otros componentes plasmd-
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ticos como: dcido ascorbico, a-tocoferol, bilirrubina,
transferrina y otros antioxidantes no medidos, Y pue-
de ser calculada a partir de la capacidad plasmatica
antioxidante total, la concentracion de albimina y
4cido urico en la muestra de plasma, y el valor de los
equivalentes de Trolox (TEAC) (un estindar antioxi-
dante) para albtimina y écido trico, ¥a que esta repor-
tado que por los métodos de cuantificacién de la AT
no se determina la actividad antioxidante completa de
ambas moléculas:56

GAP = AT - ([albimina X TEAC] + [acido urico X
TEAC]). :

Por 1o tanto, el GAP refleja la actividad combinada
de antioxidantes plasmdticos que no son albtimina y
acido urico, proporcionande una interpretacion de la
capacidad antioxidante plasmadtica cuando no se han
medido otros componentes. 5

En términos generales podemos sefalar que los es-
tudios sobre EOx miden parcialmente los marcadores
biolégicos invelucrados en el proceso, sin embargo se
establecen aseveraciones generalizadas respecto a la
influencia del EOx sobre la etiologia, fisiopatologia y
prondstico de muchos padecimientos crénico-degene-
rativos, lo cual genera confusiones, resultados incon-
sistentes y contradictorios. Por tal motivo, es indis-
pensable establecer propuestas que incluyan todos los
pardmetros existentes para medir un mecanismae bio-
quimnico tan complejo como es el EOx y asi evitar con-
tradicciones y confusién.

PROPUESTA PARA LA MEDICION
INTEGRAL DEL ESTRES OXIDATIVQO

El constructo que se propone considera dos biomolé-
culas oxidadas (LPO y ADN) y los componentes de los
sistemnas antioxidantes intracelulares y extracelula-
res, mas facilmente medibles en una muestra sangui-
nea, para poder hablar de EOx. Asi mismo, contempla
la eficiencia del sistema antioxidante en su totalidad
junto con el efecto de las FROs en las biomoléculas,
aproximandose asi al establecimiento del estado oxi-
dative in vivo.

Como se menciond anteriormente, el sistema an-
tioxidante tiene mas componentes y observandolo di-
ndmicamente, consideramos los parametros: razén
SOD/GPx + CAT, AT y GAP para hablar del equili-
brio en este sistema.

Cuando la accion entre las tres enzimas es sinér-
gica, larazén SOD/GPx + CAT estard baja y la tenden-
cia de la reaccion que las involucra es hacia la forma-
cidn de agua, con baja generacién de OH'; éste actia
a nivel celular y se difunde al liquido extracelular en
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donde es amortiguado por altos niveles de AT y GAP,
El resultado final es una baja oxidacién del ADN y -
poperoxidacidn, tante a nivel de membrana como ex-
tracelular. A esta condicién la hemos denominado sis-
tema antioxidante eficiente (SAE) (Figura 2A).

Cuando hay un desequilibrio en el sistema, puede
existir una deficiencia antioxidante enzimatica, (DAEN)
en donde la razon SOD/GPx + CAT se encuentra in-
crementada por baja actividad de GPx y/o CAT, gene-
randose altos niveles de H,O, y OH" que originan oxi-
dacién de las biomoléculas; el OH en exceso pasa al
liquido extracelular, y aunque AT y GAP se encuen-
tren en niveles normales, son insuficientes para neu-
tralizar el efecto oxidativo, dando como resultado un
incremento en la lipoperoxidacién (Figura ZB}. Tam-
bién puede darse una deficiencia antioxidante exogena
(DAEX), en cuyo caso los AT y GAP estdn disminuidos
y la razén SOD/GPx + CAT se encuentran en rango
normal con lo que se originan niveles de HO,y OH
normales; el OH' pasa al liquido extracelular, y por ba-
jos niveles de AT y CAP se produce una acumulacién
de este radical, incrementando la lipoperoxidacién exo-
gena. A su vez, el OH" difunde nuevamente dentro de la
célula originando una alta produccién de LPO de 1a
membrana y oxidacién de ADN (Figura 2C). Finalmen-
te, se hablaria de una deficiencia global del sistema an-
tioxidante (DGSA) si los componentes de ambas partes
estdn en desequilibrio. La razén SOD/GPx + CAT es
alta, originando niveles de H,0, y OH" elevados con la
correspondiente oxidacién intracelular; el OH" pasa al
liquido extracelular, y por los bajos niveles de AT y GAP
se produce una acumulacién de este radical aumentan-
do la lipoperoxidacién, ademas de que difunde nueva-
mente dentro de la célula originando un incremento en
la oxidacién de las biomoléculas (Figura 2D).

Bajo este contexto, se habla de un EOx a diferentes
niveles, donde la situaciéon mas severa o de mayor
riesgo es tener una DGSA, ya que se propiciaria una
mayor oxidacion de biomoléculas.

Los puntos de corte de los marcadores bioquimicos
para evaluar el EOx se obtuvieron de una poblacién de
adultos jovenes sanos de 25-44 afos sin exposicisn a
factores pro-oxidantes ambientales y de estilo de vida,
asumiendo el valor del percentil 90 (Cuadro [). Al res-
pecto, es importante aclarar que de acuerdo con la teo-
ria de los valores de referencia es indispensable obte-
ner los puntos de corte especificos para la poblacién en
donde se aplicaran los pardametros, ya que los aspectos
constitucionales, el estilo de vida y los factares am-
bientales influyen en ellos.%® Asi mismo, se consideré
el dafio oxidativo al ADN medido a través de la técnica
electroforesis unicelular alcalina utilizando el valor de
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Figura 2. Dinamica det sistema antioxidante. A. Sistema antioxidante eficiente (SAE}): la razén SOD/GPx + CAT se encuentra baja,
con poca generacién de OH*; el OH* pasa al liquido extracelular y es amortiguade por los altos niveles de AT y GAP, con baja
produccién de LPO y oxidacién de ADN. B, Deficiencia antioxidante enzimatica (DAEN): la razon SOD/GPx + CAT se encuentra
incrementada, generdndose altos niveles de H,0, y OH"; el OH" en el liquido extracelular no es neutralizado por AT y GAP. C.
Deficiencia antioxidante exdgena (DAEX): la razon 3OD/GPx + CAT se encuentra baja con niveles de H,0, y OH" normales; los
bajos niveles de AT y GAP producen acurmulacion de OH* en el liquido extracelutar el cual difunde nuevamente dentro de la cé-
lula originando dano oxidativo. D. Deficiencia global del sistema antioxidante {DGSA): la razén SOD/GPx + CAT se encuentra alta
con produccion de H,O, y OH* elevada; los bajos niveles de AT y GAP causan acumulacién de OH® que difunde nuevamente
dentro de la célula originando oxidacion de biomoléculas.

0O, = i6n superéxido; OH" = radical hidroxilo; LPO = lipoperéxidos; ADNox = ADN oxidado; SOD = superdxido dismutasa;
CAT = catalasa; GPx = glutation peroxidasa; AT = capacidad antioxidante total; GAP = brecha antioxidante; | = valores dismi-
nuidos; t = valores incrementados; N = valores dentro de rango de referencia.

corte de = 40% de dano y/o = 6 células con dafio de
acuerdo a los criterios de Anderson y cols. (1994).%

En esta propuesta se incluyen la mayor parte de los
componentes antioxidantes, tanto enzimaticos como no
enzimdticos y una evaluacion constituida de todos ellos,
lo cual proporciona una mejor perspectiva del sistema
antioxidante en los individuos, y por ende del estrés oxi-
dativo, identificando si los parametraos mencionados se

mantiene su eficiencia contra la lipoperoxidacion, con
LPO practicamente iguales con ambas propuestas, a ex-
cepcion de aquellos casos en los que se presenta DGSA,;

Cuadro I. Valores de corte para hiomarcadores de estrés
oxidativo obtenidos al percentil 90 de una poblacion de adultos
jovenes de Actopan, Hgo.

encuentran fuera de los valores de corte (Cuadro I1). Al
respecto, en un estudio exploratorio llevado a cabo por

Biomarcador

Valor de corte

3 e . . Lipopergxidos (zmol/L) = 0.340
nuestro grupo de investigacién se evalué la utilidad del Superdxido dismutasa (U/L) < 170
constructo en dos propuestas, una que incluye la razén  Glutation peroxidasa (U/L) < 5,500
SOD/GPx y otra en donde la razon empleada es SOD/  SOD/GPx + CAT . = 0014
GPx + CAT, encontriandose que esta titima es més re- Capacidad plasmatica antioxidante
. . o T total {mmol/L} = 0.90
presentativa del comportamiento antioxidante enzima- Brecha antioxidante (mol/L) < 190

tico. Asi mismo, se observé gue el sistema antioxidante
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Cuadro IL Interpretacién de los marcadores de estrés oxidativo para una muestra sanguinea.

Estado oxidativo S0D/GPx + CAT AT (mmol/L) GAP (umol/L) LPO (umol/L)* Darie ADN*

Sin estrés exidativo = 0014 = 0.99 = 190 = 0.340 < 40% ylo < 6 cél.
Estrés oxidative con DAEN = 0.014 = 0.90 = 190 = 0.340 2 40% ylo > 6 cél.
Estrés oxidative con DAEX < 0.014 = 0.90 < 190 > 0.340 = 40 % ylo = 6 cél.
Estrés oxidativo con DGSA > 0014 =090 =< 190 > 0.340 = 40 % ylo = 6 cél.

50D = superéxido dismutasa; GPx = glutation peroxidasa; CAT = catalasa; AT = capacidad antioxidante total; GAP = brecha

antioxidantte; LPO = lipoperoxidos.

* Dependiendo de la severidad del estrés oxidative puede encontrarse s6lo uno de los dos marcadores fuera de rango.

ademds de que si el sistema antioxidante es eficiente,
los niveles de LPO se mantienen bajos,® demostrando
que el constructo propuesto puede tener posibilidades
de aplicacién clinica y de investigacion en el estableci-
miento del EOx. En este sentido, Lasheras y cols.
(2002)™ analizaron la posible interaccién entre los dife-
rentes antioxidantes liposolubles considerando la activi-
dad enzimdtica antioxidante, reportando que hay un
efecto sinérgico in vivo entre los componentes liposolu-
bles y la actividad alta de la SOD eritrocitaria, concor-
dante con lo observado en nuestro estudio.

Es necesario aclarar que una limitante del construc-
to es la falta de inclusién de las mediciones del dafo
oxidativo a proteinas, cuantificaciéon de vitaminas an-
tioxidantes A, C y E, minerales (Se, Zn), albiimina,
transferrina, 4cido tGrico, bilirrubina y glutatién, entre
otros elementos; no obstante, debemos considerar que
en esta propuesta se mide el dano oxidativo a lipidos y
al ADN, por lo que podemos inferir que el dafio que
ocurre en proteinas es proporcionalmente similar, asi
mismo a través de la evaluacién de la actividad antioxi-
dante total (AT) aunada al GAP medimos indirecta-
mente la actividad antioxidante de las vitaminas, mi-
nerales, proteinas y demds elementos antioxidantes
plasmaticos, por lo que se asume que el constructo se
aproxima a la evaluacién integral del EOx.

Finalmente es importante resaltar que los meca-
nismos moduladores del EOx en el ser humano son
complejos e interactiian entre si, es por ello que nues-
tro grupo de investigacion pone a consideracién de la
comunidad cientifica esta propuesta para su anélisis,
discusion, y posiblie aplicacién con el fin de disponer
de un constructo practico y accesible para la evalua-
cidn integral y dindmica det EOx.
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Abstract

We evaluated antioxidant activity against lipid peroxide levels (LPO) in healthy elderly and adults of Mexico City 1n comparison
with a population of a rural area. The study inctuded free-living subjects: 38 adults aged < 60 years and 129 older subjects aged =60
years of urban Mexico City in addition to 37 adults aged <60 years and 88 older subjects aged =60 years of rural area {Actopan,

Hidalgo State, Mexico). LPO were observed as higher in adults and elderly of the urban area than among rurat subjects (P<001),
although LPO levels were similar in rural adults and elderly (P>0.05); conversely, in urban area levels were higher in the elderly
than in adults (P<0.01). On the other hand, the superoxide dismutase in urban elderly was higher than that in rural elderly
(P <0.05) but similar between urban adults and urban elderly (P>0.05). Total oxidant status in urban elderly was higher than that
in rural elderly (£ <0.01). Our findings allow us to conclude that the urban elderly (residents of Mexico City) have higher oxidative
stress than the rural-dwelling elderly, though the urban elderly have efficient antioxidant capacity as a response to elevated LPO.

© 2004 Elsevier Inc. Al rights reserved.
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1. Introduction

Oxidative stress (OxS) is a serious imbalance between
the reactive oxygen species (ROS) produced and the
effective action of the antioxidant system. It is a factor
that contributes to aging and the development, among
other diseases, of diabetes mellitus, chronic obstructive
lung disease, atherosclerosis, Parkinson’s disease, Alz-
heimer’s disease, rheumatoid arthritis, and some types
of cancer (Harman, 1998; Finkel and Holbrook, 2000;
Knight, 1999). Several factors affect the antioxidant
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status in favor of OxS, such as an antioxidant-deficient
diet, strenuous exercise, smoking, alcoholism, exposure
to air pollutants, genetic alterations, and aging (Joseph
et al., 2000; Mastaloudis et al., 2001; Panda et al., 2000;
Cederbaum, 2001, Cotovio et al., 2001).

There is abundant experimental and observational
evidence that supports the idea that aging is the sum of
all free radical reactions throughout all cells and tissues
or that they are at least a major contributor to it
(Harman, 1998; Finkel and Holbrook, 2000; Kmight,
1999).

The inhabitants of Mexico City are exposed most of
the time to high levels of air pollutants, which have
been associated with an increase in the incidence of
mortality in children and the elderly (Loomis et al.,
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1999; Téllez-Rojo et al., 2000). In such regard, it has
been demonstrated that newly arrived subjects to
Mexco City (1-8 days) present greater lipoperoxidation
concomitant with a greater production of Cu/Zn-super-
oxide dismutase (SOD), in comparison with permanent
residents (Hicks et al., 1996). In this sense, it has
also been demonstrated in adults recently arrived m
Mexico City that the activity of SOD decreased after 16
weeks in comparison with the values obtained the first
week; at the same time the inhibitory capacity of serum
against induced in vitro lipoperoxidation increased by
22% as an adaptive response {(Medina-Navarro
et al, 1997). However, it has not been demonstrated
that this adaptive response is conserved in healthy
elderly.

For this reason, the purpose of this study was to
evaluate antioxidant activity against Lipid peroxide levels
in healthy elderly and adults of Mexico City in
comparison with a population of the rural area.

2. Materials and methods
2.1, Subjects

The study included free-living subjects with residence
in the urban or rural areas for 10 years or more: 38
adults aged <60 years (mean 34+ 6.2 years) and 129
older subjects aged 60 years (mean 68+7 vears) of
urban Mexico City (altitude 2260 m above sea level); in
addition, the study included 37 adults aged <60 vears
(334 6.4 years) and 88 older subjects aged >60 years
(mean 70+8.3 years) from the rural area {Actopan,
Hidalgo State, Mexico, to 130km away from Mexico
City and 2069 m above sea level). None of the subjects
studied had been taking antioxidant supplementation
(vitamins or minerals) for at least 6 menths previously
and none smoked or had acute or chronic diseases or
were receiving prescription medications. All groups were
healthy (without arterial hypertension, diabetes mellitus,
or cancer) and well nourished. Older subjects had BMI
of 23.1-27kg/m?, their Mini Nutritional Assessment
score was >23.5, their caloric intake was between 2000
and 2500 kcal per day, their alimentation had the
nutrient requirements (protein, fat, carbohydrate, vita-
mins, and minerals) consistent with the recommended
dietary allowance (RDA) measured by 24-h dietary
recalls, and their serum albumin was >35g/l. Adult
subjects had BMI of 22.1-25 kg/m?, their caloric intake
was between 2200 and 2800 kcal per day, their alimenta-
tion had the nutrient requirements (protein, fat,
carbohydrate, vitamins, and minerals) consistent with
the RDA measured by 24-h dietary recalls, and their
serum albumin was >35g/L (Vellas et al., 2000; Ervin,
1998; Barrocas et al., 1995). The physical activity was
similar between groups of older subjects and adult

subjects; this was measured with a physical activity scale
for the elderly (Washburn et al., 1999).

The subjects agreed to participate in the study after
giving their informed consent. The Ethics Committee of
the Universidad Nacional Autonoma de México Zar-
agoza Campus approved the research protocol for this
study.

2.2, Air pollutants monitoring

No personal monitoring was performed. Annual
mean ol ozone air in Mexico City was 0.155%+
0.046ppm and in Actopan, Hidalgo State 0.070+9.010
ppm (P <0.0001); PM 10 in Mexico City was 122427 pg/
m® and in Actopan, Hidalgo State was 104+ 24 pg/m’
(P =0.064) (CENICA, 2000).

2.3. Blood sampling and preparation

Blood samples were collected after a 12-h fasting
period by venopuncture and placed in vacutainer/
siliconized test tubes containing a separating gel and
no additives. Heparin was employed as anticoagulant
agent. Blood samples containing heparin were analyzed
using a complete hemoglobin test protocol (including
hemoglobin, hematocrit, and leukocyte counts). The
following serum guantifications were conducted: gh-
cose, urea, creatinine, urate, albumin, chelesterol,
triglycerides, and cholesterol high-density lipoproteins
(HDL). These tests were used as screening measure-
ments for diagnosis of clinically healthy subjects.

2.4. Blood sampling and biochemical analyses

Hemoglobin levels were measured by cyanomethahe-
moglobin reaction procedure (cutoff points: in males,
12.17~17.26 g/dL, and in females, 11.48—16.25 g/dL).
Hematocrit levels were assessed by microhematocrit
procedure (cutoff points: males, 38—52%, females,
36—51%). Leukocyte count was done using the
Newbauer chamber procedure (cutoff points: 3500-
10,650/mm?).

Glucose, urea, creatinine, urate, albumin, cholesterol,
triglyceride, and HDL levels were determined using an
Eclipse autoanalyzer (Merck, México). Specifically,
glucose levels were measured with the glucose oxidase
method (cutoff points: 63— 120 mg/dL}, urea levels were
measured with the Berthelot urease method (cutoff
points: 9.5—47.0mg/dL), creatinine levels were mea-
sured with the Jaffe method without deproteinization
(cutoff points: males, 0.3—1.5mg/dL, females,
0.3—1.3mg/dL), and urate levels were measured with
the uricase colorimetric method (cutoff points: males,
2.9-888mg/dL, females, 2.5-8.7mg/dL). Albumin
levels were measured with the bromocresol green
technique (3.23—4.03 g/dL).




324 M.A. Sdnchez-Rodriguez et al. | Environmental Research 97 (2003) 322-329

Cholesterol was analyzed using the CHOD-PAP
technique (cutoff points: 168—200 mg/dL) and triglycerides
by the GPO-Trinder technique (cutoff points: 89— 190 mg/
dL), whereas HDL were assessed employing the same
technique for cholesterol after precipitation of low and
very-low lipoproteins using a phosphotungstic acid/mag-
nesium chloride solution (cutoff pomts: 42—77 mg/dL).

All reagents employed in biochemical tests were
obtained from Randox Laboratories, Ltd. (Crumlin,
Co, Antrim, UK); cutoff peints for reference values for
Mexican elderly persons were determined at the Ger-
ontologic Clinical Research Laboratory of the Universi-
dad Nacional Autonoma de México Zaragoza Campus
in Mexico City (Sanchez-Redriguez et al., 1998).

Blood samples containing heparin were subjected to
plasma total antioxidant status (TAS), activity of red
blood cell (RBC) superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPx), and plasma thiobarbitu-
ric acid reacting substances (TBARS) assay. Artifactual
formation of TBARS in the samples was prevented by
adding 10 pL of 2-mM butylated hydroxytoluene (BHT)
in ethanol at 95% immediately after centrifugation.

2.5. Total antioxidant status

Antioxidant quantification was carried out using
(2,2"-azidodiethylbenzothiazolin sulfanate {ABTS ™) ra-
dical formation kinetics {Randox Laboratories, Ltd)).
The presence of antioxidants in plasma suppressed the
bluish-green staining of the ABTS™ cation, which was
proportional to the antioxidant concentration level.
Kinetics was measured at 600 nm.

2.6. Red blood cell superoxide dismutase

The method employs xanthine and xanthine oxidase
(XOD) to generate superoxide radicals, which react with
2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolinim
chloride to form a red formazan dye. SOD activity was
measured by degree of inhibition of the reaction (Randox
Laboratories, Ltd.). Kinetics was measured at 505 nm.

2.7. Red blood cell glutathione peroxidase

GPx catalyzes oxidation of glutathione (GSH) by
cumene hydroperoxide, in the presence of glutathione
reductase and NADPH; oxidized glutathione (GSSG) is
immediately converted into the reduced form with
concomitant oxidation of NADPH to NADP". De-
crease in absorbance at 340 nm is measured (Randox
Laboratories, Ltd.).

2.8. Plasma lipoperoxides

We used the TBARS assay. It was performed as
described by Jentzsch et al. (1996). In the TBARS assay,

one molecule of malondialdehyde reacts with two
molecules of thiobarbituric acid (TBA) with production
of a pink pigment with absorption at 535 nm. Amplifi-
cation of peroxidation during the assay is prevented by
the addition of the chain-breaking antioxidant BHT.

Plasma (400pLl) or MDA standard {0.2-4pmol/L)
prepared by hydrolysis of 1,1,3,3-tetramethoxypropane
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was mixed
with 400 L orthophosphoric acid (0.2mol/L) (Sigma
Chemical Co.) and 50uL BHT (2mmol/L) (Sigma
Chemical Co.) in 12 x 75-mm tubes. Then we added .
50pL TBA reagent (0.11mol/L in 0.1 mol/L NaQH)
(Fluka Chem., Buchs, Switzerland) and mixed the
contents; subsequently, the conients were incubated at
90 °C for 45min in a water bath. The tubes were put on
ice to stop the reaction. TBARS were extracted once
with 1000 pL. s-butanol (Sigma Chemical Co.). The
upper butanol phase was read at 535 and 572nm to
correct for baseline absorption in UV-spectrophot-
ometer (Shimadzu, Columbia, MD, USA). MDA
equivalents (TBARS) were calculated using the differ-
ence in absorption at two wavelengths and quantifica-
tion was done with calibration curve.

2.9, Statistical analysis

Data were processed by use of standard statistical
software SPSS 10.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).
Descriptive statistics are means +standard error (SE).
Results were analyzed using Student ¢ test and ANOVA
with Tukey post hoc test. A P value «<0.05 was
considered significant. Also a multivariate analysis
of logistic regression considering risk factor when
Odds Ratio (OR) >1 and range of 95% confidence
interval does not includes the value 1.0 (P<0.05) was
conducted.

3. Results
3.1. Biochemical characteristics

All groups were healthy. Biochemical characteristics
of study subjects showed that the elderly and adults in
urban and rural areas had no statistically significant
differences (P>>0.05) (Table 1).

3.2, Lipoperoxides

Plasma lipoperoxide levels (LPO) were similar in both
age groups of rural inhabitants (P>0.05); conversely, in
urban area plasma LPO levels were higher in the elderly
than in the adults (P<0.01) (Table 2). In the same
manner, LPO were higher in adults and elderly of the
urban area than among rural subjects (P <0.01) (Fig. 1).
On the other hand, male adults of both areas showed
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Table {
Biochemical characteristics of the study subjects
Urban Rural
Adults Eiderly Adulis Elderly
n 38 129 37 88
Giucose (mg/dL) 89417 106+ 37 90+25 111428
Urea (mg/dL) 2946 0+11 3047 34+10
Creatinine (mg/dL) 082402 0.89+0.3 0.99+0.2 092402
Urate (mg/dL) 51116 46+1.4 484+1.7 50+18
Cholesterol (mg/dL} 188+ 34 206 +41 192+ 35 213+35
Triglycerides {mg/dL) 123467 172+76 165177 171 +60
HDL (mg/dL) 59430 48+12 S1+13 0415
Albumin (g/dL) 40+03 42+0.4 44404 41405
Hemoglobin (g/dL)
Females 145412 144+1.2 146+16 141112
Males 16.9+1.1 155+1.1 16.5+1.4 [49+18
Hematocrit (%)
Females 46134 46+3.5 44+3.6 44+3.6
Males 524390 49+40 48+3.5 47453
Total lenkacytes/mm?® 6596 41069 6521 + 1506 7400+ 1674 6462+ 1545
Table 2
Meun values + SE of plasma lipoperoxides, total antioxidant status, and antioxidant enzymes (SOD and GPx) in adults and elderly by urban and
rural area
Urban Rural
Adulls Flderly Adults Elderty
N 18 129 37 88
Lipoperoxides {LPO) (pmol/L) 0.30440.028°° 0.398 +0.017 0.21040.012 0.240+0.014
Total antioxidant status (TAS) {mmol/L) [.35+0.046%° 1.15+0.019" 1.0540.025 1.054+0.02i
Superonide dismutase (SOD) (U/fL) 177819 1734158 175+09" 168+0.8
Glutathione peroxidase {GPx) (U/L) 7851 +289' 63914207 67244225 7458 + 307

ANOVA with Tukey test. *LPO: urban adults vs. elderly, P<0.01; Purban vs. rural adults, P<0.0.5; “arban vs. rural elderly, P <0.0001; *TAS: urban
adulis vs. elderly, £<0.0001; “urban vs. rural adufts, P <6.0001; ‘urban vs rural elderly, P<0.01; #SOD: urban vs. rural elderly, P<0.05; "rarat adults
vs. elderly, P <0.05. 'GPx: urban adults vs. elderly, P <0.01; lurban vs. rural elderly, P <0.01.

LPO higher than females, although only in the urban
area was the difference statistically significant (P <0.05)
(Table 3). LPO was higher in both genders and age
groups of urban inhabitants than in rural subjects
{P<0.01) (Fig. 2).

3.3 Total antioxidant status

TAS in rural subjects did not show a difference
(P>0.05) between adults and elderly; nevertheless, in
urban area adults had TAS higher than that of the
elderly {P < 0.01) (Table 2).

3.4. Superoxide dismutase
SOD was lower in the elderly than in adults in both

areas, although this difference was statistically signifi-
cant (P<{0.05) only in the rural area. At the same time,

SOD in urban elderly was higher than that in rural
elderly (P<0.05) (Table 2).

3.5 Glutathione peroxidase

GPx activity was lower in urban elderly than in adults
of the same area (P <0.0001); conversely, in the rural
area the elderly had a statistically significant elevation
(P <0.01) of GPx (Table 2).

3.6. Gender (male sex), age (elderly), and area (urban)
as risk factors

In multiple logistic regression analysis, male sex was
not a risk factor for high LPO (OR=1.04, CI95%
0.57-1.89; P=0.894). Age =60 years demonstrated
OR =2.64 (CI95% 1.32-5.25; P=0.006) and urban area
had OR = 5.83 (C195% 3.02-11.27; P < 0.0001) (Table 3).
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Fig. 1. Lipoperoxide levels by age group and area. Data show
mean +5E. Student ¢-test. * P <0.01 adults rural vs. urban. "™ P < 0.0001
elderly rural vs. urban.

Table 3
Age, area, and gender as risk factors for high lipoperoxides levels®

Risk factor OR® 95%C1 P value
Gender (male) 1.04 0.57-1.89 0.894
Age (elderly) 2.64 1.32-5.25 0.006
Area {urban} 3.83 3.02-11.27 <0.0001

*LPO20.375umol/L, Logistic regression R = 0.208.
*OR =odds ratio.

4. Discussion

Studies of the molecular biology of the aging process
are not entirely consistent, probably due to the
biological and social heterogeneily of populations
studied in addition to environmental influences (Carnes
and Olshanky, 2001).

For this reason, though some generalizations have
been established such as that DNA oxidative damage
" increases with age (Bohr et al., 1998; Singh et al., 1991),
it has been demonstrated that this dees not occur in all
populations (Betti et al., 1994). In this regard, we
previously reported that 45% of a group of eiderly
people from Mexico City had oxidative DNA damage in
lymphocytes {Mendoza-Nifez et al., 1999, 2001). Like-
wise, #t has been demonstrated that oxidative DNA
damage is associated with heart disease (Collins et al,
1998); in the same manner, Lerman et al. (1998) found
higher prevalence of diabetes mellitus among elderly
residents of Mexico City in contrast to elderly residents
of a rural area. Moreover, Leinonen et al {1998)
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Fig. 2. Lipoperoxide levels by gender, age group, and arca. Data show
mean +SE. The comparison is between areas by gender. Student s-test.
*P-0.01 adults female tural vs. urban; adults male rural vs. urban;

elderly male rural vs. urban. **P<0.000] elderly female rural vs.
urban.

revealed an association between anlioxidant capacity
and coronary heart disease and renal dysfunction in
subjects with diabetes mellitus.

On the other hand, 1t has been established that QxS
increases with aging (Sohal and Weindruch, 1996).
However, King et al. (1997) demonstrated that anti-
oxidant levels, GPx, catalase (CAT), and ceruloplasmine
activities were significantly higher in a group of elderly
adults 75—80 years of age than in individuals in the age
groups 35—39, 50—54, and 65—69 years. Similar results
have been observed in centenarians (Paolisso et al,
1998; Mecocci et al., 2000). At the same time, it has been
demonstrated that tolerance or adaptation to OxS
increases during the life span (Kapahi et al, 1999;
Meewes et al., 2001), this is probably associated with
better health. .

The results of our study showed that plasma LPO
levels in adults and elderly of the rural area had no
statistically significant differences (P> 0.05); therefore,
the aging could not be the principal cause of increase of
OxS. In this sense, King et al. (1997) found that mean
basal levels of DNA damage in lymphocytes of subjects
of the 75- to 80-year-old group were simlar to those of
the 35- to 39-year-old group (P = 0.42).

Nevertheless, in the urban arca plasma LPO levels
were higher in elderly than in adults (P<0.01), which
demonstrated that an urban environment with the high
level of pollution of Mexico City may be a relevant pro-
oxidant factor for healthy elderly. In this regard, there is
ample evidence that the OxS occurs by environmental
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exposure to air pollution (Bowler and Crapo, 2002;
Sanchez-Rodriguez et al., 2002). In such regard, increase
of LPO and SOD in adults recently arrived in Mexico
City has been demonstrated, and after 16 weeks the
SOD decreased in 50% in comparison with the values
obtained the first week. Also, the inhibitory capacity of
serum against induced in vitro lipoperoxidation was
increased in 22% and LPO decreased in almost 30%
(Hicks et al. 1996; Medina-Navarro et al. 1997). Our
results confirm that this adaptive process also is present
in healthy elderly.

The total antioxidant test measures the number of
peroxyl radicals that are scavenged by human serum
through ascorbic acid, tocopherol, urate, and protein
(albumin and transferrin) (Miller et al., 1993); it may be
used for routine screening of antioxidants in clinical
diagnosis and research. The total antioxidant capacity
of serum is part of a tightly regulated homeostatic
mechanism; however, this assay (Randox Laboratories,
Ltd.) that measures the capacity of a sample to directly
quench free radicals is not always guaranteed (Strube et
al., 1997} due to the difference in the kinetics of albumin
and uwrate in relation to inhibiting the production of
ABTS radical cation (Cao and Prior, 1998), This pitfall
in the method can be decreased if the levels of albumin
and urate are similar m the study group, such as in our
study. The total antioxidant capacity of serum has been
associated with aging and diseases that typically
accompany increasing age, notably atherosclerosis,
cancer, diabetes mellitus, and arterial hypertension
(Romay, 1996; Acjmelaeus et al., 1997; Jablecka et al,
2004). Therefore, periodical measurement in the elderly
can be useful for preventive diagnosis and prognosis.

In our study we observed that TAS levels in urban
elderly were higher than those in rural elderly (P < 0.01).
This may be due to the fact that elderly subjects who live
in Mexico City were exposed to higher OxS from air
pollution and more psychological stress than the rural
elderly; therefore, they have developed an efficient
antioxidant response, and life span in the elderly in
Mexico City is longer than that in other States of the
Mexican Republic (FUNSALUD, 1996). This shows
that during aging it is possible to develop an efficient
antioxidant capacity as response to the allostatic load
(Seeman et al, 2001). In this sense, Aejmelacus et al.
(1997) showed age-related increase of total antioxidant
capacity m healthy females (20-96 years of age) and
males (20-74 years of age).

On the other hand, we observed that SOD levels in the
urban elderly were higher than those of the elderly of
rural area (P<0.05). This may be an efficient response
against high levels of LPO. In this sense, the SOD plays
a key role in protecting cells against oxidative damage
and regulating cellular concentration of superoxide
radicals, which are extremely oxidant and unwanted
byproducts of cellular metabolism, and the alterations in

50D levels have been associated with a number of
neurodegenerative diseases, including Parkinson’s and
Alzheimer’s diseases, many different types of tumors
such as breast cancer, melanoma, and leukemia,
atherosclerosis, diabetes mellitus, ischemia—reperfusion
injury, rheumatoid arthritis, and lung diseases (Fattman
et al., 2003; Noor et al., 2002). At the same time, an age-
related decrease of the SOD activity (Andersen et al,,
1997; Ozbay and Duiger, 2002) and a progressive
increase of age-refated LPO associated with decrease
in SOD (r=—0.83) (Bhawat, 1997) have been reported.
Nevertheless, Mecocct et al. (2000) observed that SOD
activity rose proportionally during aging; this can be
interpreted as a compensatory response of the organism
to ROS elevation with increasing age. This same
incremental behavior in SOD activity at higher ages
was observed by Okabe et al. (1996).

On the other hand, King et al. (1997) and Mecocci et
al. (2000) have reported that GPx activity increased with
age; nevertheless, Ozbay and Dulger (2002) observed an
age-related decrease of the GPx activity in healthy
subjects. We found in our study significantly lower GPx
activity in older subjects of the urban area than in young
adults (P <0.0001). This could be due to an efficient
biological response against OxS in urban-dwelling
elderly exposed to environmental polution. In this
regard, the importance of GPx to maintain homeostasis
in the light of LPO increase has been demonstrated by
de Haan et al. (1996).

With relation to gender (male sex), age (elderly), and
area (urban) as risk factors for high LPO levels, we
found that male sex was not a risk factor, in contrast to
that previously reported by our research group {Men-
doza-Niiiez et al., 2001) with regard to male sex as risk
factor for oxidative DNA damage in lymphocytes of the
elderly. This could be explained because in that study we
included only older subjects.

On the other hand, we observed that age {elderly) was
a 1isk factor for high LPO levels, although area (urban)
was & more 1mportant risk factor than age; therefore,
our findings alfow us to conclude that elderly residents
of Mexico City have OxS higher than the rural-dwelling
elderly, though they have developed an efficient
antioxidant capacity against elevated lipid peroxides.
In this sense, our results show that the adaptive capacity
agamst LPO demonstrated in adults of Mexico City by
Medina-Navarro et al. (1997) is conserved in healthy
elderly also. Therefore, the measurement of biological
markers of OxS during aging could be very useful in
cities with high levels of air pollutants such as Mexico
City, which have been associated with an increase in the
incidence of mortality (Téllez-Rojo et al., 2000).

Finally, we must consider as limitations of the study
that it is cross-sectional and that the sample was not
representative because the subjects were volunteers; also
the elderly subjects studied are survivors and therefore
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are not representative of all older people. On the other
hand, indoor and outdoor sources of pollution exposure
were not measured. Therefore, it is necessary to carry
out cross-longitudinal studies in cohorts of adults and
elderly to confirm these findings.
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Abstract

Objective: To determine the relationship between oxidative stress (OxS) and
cognitive impairment in dwelling-community elderly rural vs. urban.

Design and Methods: It was carried out a comparative transversal study in 104
dwelling-community elderly in an urban area (Mexico City) and 84 living in a rural
area (Actopan, Hidalgo State, Mexico), to whom we applied the Mini Mental State
Examination and in whom we measured plasmatic TBARS, plasma total antioxidant
status, and antioxidant enzymes SOD and GPx.

Results: We found a greater proportion of elderly subjects with oxidative stress and
cognitive impairment in dwelling-community urban than subjects those residing in
rural area (25 vs. 9%), with odds ratio (OR) = 5.67 (Clgsy, 1.14-38.02, p <0.05).
Conclusions: These findings allowed us to conclude that dwelling-community
elderly in urban area present more OxS and higher risk to develop cognitive

impairment than elderly inhabitants of rural area.

Key Words: Oxidative stress, Cognitive impairment, Eiderly, Urban, Rural.




Introduction

During aging, a gradual deficit is present with regard to cognitive functions, which
normally does not alter physical, mental, or social functioning in elderly adults;
nonetheless, 2-12% of subjects from 60-80 years of age and 20% of adults >80
years of age present dementia-like clinical pictures characterized by accentuated
memory loss, language deficits for speech expression, naming, and comprehension
{aphasias), loss of ability to recognize objects and/or subjects (agnosias), and
affectation in execution of programmed motor actions and/or visuo-spatial problems
manifested by impaired construction, e.g., inability to copy designs (apraxias); thus
disorientation in space, time, and person, allowing for mild cognitive impairment, and
later Alzheimer's disease (AD), which has a great effect on the quality of life of the
patient and his/her caregiver [1,2]. In the same manner, the following have been
reported as risk factors for memory loss: smoking; alcoholism; psychological stress; a
sedentary lifestyle, and few hours of sleep, among others, in addition to urban
environment [3,4].

In this sense, it has been described that the environmental pollutants have a toxic
effect on the cardiovascular and respiratory systems, in that ozone (O3), nitrogen
dioxide (NO), and particulate material or material in suspension (PM) shared the
common property of being potent oxidants, each directly by means of reaction in
lipids, proteins, and DNA, or indirectly through activation of intracellular oxidant
pathways [5], elderly being one of the most vulnerable groups [6-8]. In such regard,
our research group found that subjects >60 years age who were residents of Mexico

City presented greater oxidative stress (OxS) that those living in rural areas




independently of aging [9], at the same time, it has been observed an increase in
mortality among the elderly associated with high levels of air pollutants [10].

On the other hand, it has been shown that advanced age constitutes one of the most
relevant risk factors for AD [11}, nevertheless, it was unable to be ascertained
whether aging per se is the cause of AD. Therefore, it has been proposed that there
exist some physiopathologic mechanisms linked with this disease, among which OxS
stands out, because elderly patients with AD present significantly higher levels of
lipoperoxides (LPO) than healthy elderly persons [12,13].

It is for this reason that it is supposed that urban lifestyle, considered to be pro-
oxidant, can provoke greater cognitive impairment; thus, the aim of this study was to
determine the relationship between oxidative stress and cognitive impairment in

elderly residents of rural vs. urban area.

Methods

Subjects and design.

The study included free-living subjects with residence in urban o rural areas for ten
years or more and three years or more of elementary school: 104 older subjects
aged 260 years (mean 66.8 = 6.4 years) of urban Mexico City (altitude 2, 260 meters
above sea level) and 85 older subjects aged 260 years {mean70.8 * 8.4 years) from
the rural area (Actopan, Hidalgo State, Mexico, to 130 kilometers away from Mexico
City and 2,069 meters above sea level). None of the subjects studied had been
taking antioxidant supplementation (vitamins or minerals) for at least 6 months
previously, none smoked, or had acuie or chronic diseases, or was receiving
prescription medications. Both groups were healthy'(without arterial hypertension,

diabetes mellitus or cancer) and well-nourished; older subjects had BM! of 23.1-27




kg/m?, Mini Nutritional Assessment (MNA) score was > 23.5, and caloric intake was
between 2,000 and 2500 kcal per day, and the alimentation had the nutrients
requirements (protein, fat, carbohydrate, vitamins and minerals) between
Recommended Dietary Allowance (RDA) measured by 24-h dietary recalls and
serum albumin >35 g/L [14,15]. The physical activity were similar between both
groups, this was measured with the parameters of physical activity scale for the
elderly [16].

The subjects accepted to participate in the study after giving their informed consent.
The Ethics Committee of the Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)
Zaragoza Campus approved the research protocol for this study.

Air Pollutants Monitoring

No personal monitoring was performed. Annual mean of ozone air in Mexico City
was 0.155 + 0.046 ppm and in Actopan, Hidalgo State, 0.070 + 0.010 ppm {p
<0.0001); PMyq in Mexico City was 122 + 27pg/m®and in Actopan, Hidalgo State, 104
+ 24 pg/m® (p = 0.064) [17].

Assessment of cognitive function.

The cognitive status was determined using a cognitive screening test. The original
MiniMental State Examination (MMSE) was adapted to the Spanish language
{18,19]. Each subject of the sample was submitted to MMSE, the maximum possible
score equivalent to 30 points. It was considered as cognitive deterioration when the
score was equal or lower than 23 points.

Anthropomelric measurements.

The following anthropometric measurements were obtained: weight, height, body

mass index (BMI), waist and hip circumferences, and waist-to-hip ratio (WHR).




Weight was measured while the subject was wearing underwear and a clinical smock
and in a fasted state (after evacuation). A Torino® scale (Tecno Logica, Mexicana,
México, TLM®) was used, calibrated before each weight measurement. Height was
obtained with an aluminum cursor stadiometer graduated in millimeters. The subject
was barefoot, back, and head in contact with the stadiometer in Frankfurt horizontal
plane. BMI was calculated by dividing weight (in kilograms) by height (in square
meters). Waist and hip circumferences (WC and HC, respectively) were measured
with a tape measure to the nearest 0.5 cm. The waist-to-hip ratio (WHR) was
calculated by dividing waist measurement (in centimeters) by hip measurement (in
centimeters).

Blood Sampling and Preparation.

Biood samples were collected after a 12-h fasting period by venopuncture and placed
in vacutainer/siliconized test tubes containing a separating gel and no additives, and
heparin as anticoagulant agent (Becton-Dickinson, Mexico City, Mexico). Blood
samples containing heparin were analyzed using a hemoglobin test protocol
(including hemoglobin, hematocrit, and leukocyte counts). The following serum
quantifications were conducted: glucose; urea; creatinine; urate; albumin: cholesterol:
triglycerides, and cholesterol high-density lipoproteins (HDL). These tests were used
as screening measurements for diagnosis of clinically healthy subjects.

Blood Sampling and Biochemical Analyses.

Hemoglobin levels were measured by cyanomethahemoglobin reaction procedure
(cut-off points: in males, 12.17-17.26 g/dL, and in females, 11.48-16.25 g/dL).
Hematocrit levels were assessed by microhematocrit procedure (cut-off points:

males, 38-52%, females, 36-51%). Leukocyte count was done using Newbauer

Chamber procedure (cut-off points: 3,500-10, 650/mm3).




All spectrophotometric tests were determined using an UV-visible spectrophotometer
(Shimadzu, Columbia, MD, USA). Specifically, glucose levels were measured with
glucose oxidase method (cut-off points: 63-120 mg/dL), urea levels were measured
with Berthelot urease method (cut-off points: 9.5-47.0 mg/dL), creatinine levels by
Jaffe method without deproteinization (cut-off points: males, 0.3-1.5 mg/dL, females,
0.3-1.3 mg/dL), and urate levels by uricase colorimetric method (cut-off points:
males, 2.9-8.88 mg/dL, females, 2.5-8.7 mg/dL). Albumin levels were measured by
bromocresol green technique (3.23-4.03 g/dL).

Cholesterol was analyzed using CHOD-PAP technique (cut-off points: 168-200
mg/dL) and triglycerides by GPO-Trinder technique (cut-off points: 89-190 mg/dL),
whereas HDL were assessed employing the same technique for cholesterol after
precipitation of Jow and very-low lipoproteins using a phosphotungstic
acid/magnesium chloride solution (cut-off points: 42-77 mg/dL).

All reagents employed in biochemical tests were obtained from Randox Laboratories,
Ltd. (Crumlin, Co, Antrim, UK); cut-off points for reference values for Mexican elderly
persons were determined at the Gerontologic Clinical Research Laboratory of the
Universidad Nacional Autdonoma de México (UNAM) Zaragoza Campus in Mexico
City [20].

Blood samples containing heparin were subjected to plasma total antioxidant status
(TAS), activity of red blood cell (RBC) superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx), and plasma TBARS assay. Artefactual formation of TBARS in the
samples was prevented by adding 10 pL of 2-mM butylated hydroxytoluene (BHT) in

ethanol at 95% immediately after centrifugation.




Total Antioxidant Status (TAS).

Total antioxidant status was carried out using ABTS' (2,2"-azidodiethylbenzothiazolin
sulphanate) radical formation kinetics (Randox Laboratories, Ltd). The presence of
antioxidants in plasma suppressed the bluish-green staining of the ABTS" cation,
which was proportional to the antioxidant concentration level. Kinetics is measured at
600 nm.

Red Blood Cell Superoxide Dismutase (SOD).

The method employs xanthine and xanthine oxidase (XOD) to generate superoxide
radicals, which react with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium
chloride (INT) to form a red formazan dye. SOD activity was measured by degree of
inhibition of the reaction (Randox Laboratories, Ltd). Kinetics was measured at 505
nm.

Red Biood Cell Glutathione Peroxidase (GPx).

GPx catalyses oxidation of glutathione (GSH) by cumene hydroperoxide, in the
presence of glutathione reductase (GR) and NADPH; oxidized glutathione (GSSQG) is
immediately converted into the reduced form with concomitant oxidation of NADPH to
NADP®. Decrease in absorbance at 340 nm is measured (Randox Laboratories, Ltd).
Plasma Lipoperoxides (LPO).

We used thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) assay. It was performed as
described by Jentzsch et al. (1996) [21]. In the TBARS assay, one molecule of
malondialdehyde (MDA) reacts with two molecules of thiobarbituric acid (TBA) with
production of a pink pigment with absorption at 535 nm. Amplification of peroxidation
during the assay is prevented by the addition of the chain-breaking antioxidant BHT.
Plasma (400 yL) or .MDA standard (0.2—4 pmol/L) prepared by hydrolysis of 1,1,3,3-

tetramethoxypropane (TMP) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) was mixed




with 40Q pL. orthophosphoric acid (0.2 mol/L) (Sigma Chemical Co.) and 50 pL BHT
(2 mmol/L) (Sigma Chemical Co.) in 12 X 75 mm tubes. Then we added 50 yL TBA
reagent (0.11 mol/l_ in 0.1 mol/L NaOH) (Fluka Chem., Buchs, Switzerland) and
mixed the contents; subsequently, the contents were incubated at 90°C for 45 min in
a .water bath. The tubes were put on ice to stop the reaction. TBARS were extracted
once with 1000 pL n-butanol (Sigma Chemical Co.). The upper butanol phase was
read at 535 nm and 572 nm to correct for baseline absorption in UV-visible
spectrophotometer (Shimadzu, Columbia, MD, USA). MDA equivalents (TBARS)
were calculated using the difference in absorption at two wavelengths and
quantification was done with calibration curve.

Oxidative stress.

Oxidative stress was considered positive when LPO were high (20.340 «mol/L) and
when some deficiency was present in the antioxidant system: antioxidant enzymatic
deficiency (AEDN) if SOD/GPx 20.022 and exogenous antioxidants was within the
range of reference (TAS 20.90 mmol/L); exogenous antioxidants deficiency (AEXD)
if TAS were <0.90 mmol/L and SOD/GPx within normal range, and finally, antioxidant
system global deficiency (ASGD) if components of both subsystems were found to be
in lowest levels of those stipulated as cut-off values according to the construct
proposed by our research group {22].

Statistical Analysis

Data were processed by use of standard statistical software SPSS 10.0 (SPSS Inc.
Chicago, IL, USA). Descriptive statistics are means + standard error (SE). Resuits
were analyzed using the Student's {-test and simple linear regression. A p-value
<0.05 was considered significant. Also it was calculated risk factor when Odds Ratio

(OR) >1 and range of 95% confidence interval not includes the value 1.0 (p< 0.05).




Results

Biochemical Characteristics.

Biochemical-hematologic characteristics of elderly study participants are presented in
Table 1. It was observed that elderly in both urban and rural areas have similar
values in nearly all parameters (p >0.05), except in hemoglobin and hematocrit, in
which elderly residing in rural area demonstrated lower values than elderly persons
living in urban area (p <0.0001), without failing outside reference values.

Cognitive Status.

Average MMSE score for the elderly residing in rural area was higher that that of
elderly persons living in urban area (27.16 + 0.28 vs. 26.15 + 0.35, p <0.05); likewise,
assuming the cut-off point as MMSE =23 for cataloging cognitive impairment, we
found 18% (19/104) impairment in subjects residing in urban area and 11% (9/85) in
the elderly living in rural area.

Stratifying the two groups by age interval (60—69 years, 70-79 years, and >80 years),
we were able to appreciate that MMSE score value diminished according to
advancing age, but that it had a drastic fall in subjects >80 years of age residing in
urban area {26.5 + 0.55 vs. 17.4 + 1.86, p <0.0001) in comparison with those who
were younger in both areas of residence (Fig. 1), detecting that 100% (4/4) of urban
residents in this age group had cognitive impairment in contrast with 25% (4/16) of
rural-area residents.

Oxidative Stress and MMSE Score.

Among oxidative stress markers, LPO levels were observed to be statistically higher
in subjects with irhpairment, and highest in inhabitants of Mexico City (Fig. 2).

Antioxidant components demonstrated no change.
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We determine the relationship between LPO and MMSE score in elderly of urban and
rural areas through a simple linear regression, observing a negative correlation in
both groups (urban: r = -0.316, p <0.001 and rural: r = -0.366, p <C.001). In the
same time, it was observed as risk factor for cognitive impairment high LPO (=0.340
«mol/L) with OR = 5.40 (Clgs 2.30—-12.69, p <0.0001).

In the same manner, we conducted a multiple linear regression including as
independent variables the age, glucose, cholesterol, BMI, waist circumference,
alcohol intake, hours of éleep, and OxS components, against total MMSE score as
dependent variable, finding a significant negative correlation with LPO, TAS, and
age, and significant positive correlation with SOD activity (Table 2). Total-model
regression coefficient value (R) was 0.580, p <0.0001.

Oxidative Stress as Risk Factor for Cognitive Impairment.

With respect to cognitive status, we found a higher proportion of older subjects with
oxidative stress and cognitive impairment in urban than in rural area (25 vs. 9%), with
OR = 5,67 (Clgsy, 1.14-38.02, p <0.05) for residents of Mexico City. On the other
hand it was observed higher oxidative stress and cognitive impairment in subjects

>80 years of the urban area than rural area (p<0.0001).

Discussion

Social and behavioral factors significantly influence physical as well as mental health;
among these factors is found lifestyle, the behavioral stress and of lack of satisfaction
pattern of which can confer risk for distinci diseases and for deficit such as disability
and/or cognitive impairment [23,24]. It is important to distinguish between normal
ageing and sub-clinical cognitive impairments, which may represent a transitional

stage between normality and dementia. A number of terms have been used to
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describe such deficits, including age-associated memory impairment, age-associated
cognitive decline and mild cognitive impairment. In such regard, a convenient
diagnostic could avoid greater deterioration with physical and social limitations. At the
same time, it has been demonstrated that oxidative stress is associated with
Alzheimer disease [1,11]. Therefore, the measurement of biologic markers of OxS
could be useful for early detection of cognitive impairment.

Cognitive impairment is an important factor in functional physical and social decline,
disability, demand for long-term care, and the institutionalization of persons already
suffering from depression and dementia; which are highly frequent in elderly. In this
regard, although it has beén recognized that aging possesses significant influence on
cognitive functions but is not the cause per se of AD [25], different risk factors for
cognitive impairment and AD, among which are found OxS-generating pro-oxidant
factors, are investigated from this point of departure. In this respect, it has been
demonstrated that urban residence favors OxS [26-27]; thus, living in large cities can
constitute a risk factor for deficit in cognitive functions during aging. In this work, we
found a prevalence of cognitive impairment of 18 vs. 11% (urban and rural,
respectively), which confirms that cognitive impairment does not constitute a normal
characteristic of aging [25]. These results in agreement with a study previously
published by our research group, in which we found 13.5% cognitive impairment in
older subjects residing in urban area in comparison with 3% in those living in rural
area [28].

On the other hand, the percentage of elderly individuals detected with cognitive
impairment in Mexico City was similar to that reported in a multicenter study
denominated “Heaith, Well-being, and Aging in Latin America and the Caribbean”;

this study reported 20% impairment in subjects =75 years of age [29].
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With regard to age, in our study we observed that MMSE score diminished according
to age increase, although clder subjects in Mexico City demonstrated lower scores
than their counterparts in rural area. In this sense, it has been pointed out that there
exists a great difference in living in a single-dwefling home in a rural zone and the
tiresome predominance of collective housing in the city [30]. Thus, these results
permit support of a hypothesis that environment favors psychclogical stress and
consequently OxS, therefore constituting a risk factor for cognitive impairment in
older adults.

Qur data demonstrate that OxS is related with cognitive impairment in that LPO are
found statistically higher in subjects with impairment without antioxidant system
modification, principally in urban area. This is congruent with present scientific
evidence, in that there exists a great deal of literature that relates OxS with
neurodegenerative disorders, underscoring the fact that lipid peroxidation is notably
deleterious for neuronal membranes [12,31-33]. Similarly, it has been observed that
cellular loss occurring in neurological diseases can be due to mitochondrial damage,
because they liberate reactive species such as superoxide ions and hydrogen
peroxide, highly reactive chemical compounds related with tissue damage and
signaling pathways that damage neighboring neurons [34]. In addition, an inverse
relationship was found between LPO and MMSE scoring in both groups,
demonstrating that MMSE score has a statistically significant association with LPO.
In this regard, similar results were reported by Delibas et al. (2002) in a longitudinal
study at 5 years with patients with Alzheimer’s disease, for which LPO levels could
be used as indirect biological markers for cognitive impairment [35].

In risk analysis, it was confirmed that high LPO levels (=0.340 «mol/L) constitute a

risk factor for cognitive impairment in such a way that the older subject who has high
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LPO levels is at a four-fold greater risk for having cognitive impairment than those
with normal or low LPO levels; thus, this biological marker could be used for
detecting and monitoring the evolution of subjects with cognitive impairment. In such
regard, in an experiment with rats to determine the effect of OxS in brain functions
(learning and memory) during aging it was found that LPO in hippocampus, cerebral
cortex, and synaptic membranes increased significantly during aging and OxS, with
changes in the antioxidant system, concluding that OxS can affect learning and
memory loss, followed by oxidative brain during aging [36].

Multiple linear regression analysis for cognitive impairment shows that there is a
negative association among LPO levels, TAS, and age, and a positive association
with SOD, results similar to those reported by other authors [35].

We also found a negative association with hours of sleep, although with borderline
significance. This agrees with scientific evidence with respect to the fact that during
sleep antioxidant activity increases {37-38]; thus, sleeping <6 h daily can be
considered a pro-oxidant factor.

Finally, it is important to highlight that the envirenment has a significant influence on
physical, mental, and social functioning in elders [39]. In this regard, in our study we
demonstrated the negative influence of the urban environment, which favors OxS
and consequently a greater percentage of cognitive impairment; therefore, elderly
residents of urban area present more OxS and have a nearly 5-fold greater risk for
developing cognitive impairment than inhabitants of rural community. For this reason,
our data support the proposal to indicate vitamin antioxidants could be useful as a
preventive or therapeutic alternative to avoid or defer cognitive impairment [40],

above all in elderly residents of large cities such as Mexico City.
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Table 1. Biochemical and hematological characteristics by study group (mean &

standard error [SE]).
Parameter Urban Rural
(n=104) (n = 85)

Glucose (mg/dL) 112+5.2 106 + 3.9
Urea (mg/dL) 32+141 30+1.2
Creatinine (mg/dL) 0.87 £0.03 0.90£0.04
Uric acid {mg/dL) 51+£0.2 46102
Cholesterol (mg/dL) 213 +41 205+44
Triglycerides (mg/dL) 18185 172 £9.2
HDL (mg/dL) 50116 4913
Albumin (g/dL) 45+ 0.06 42+0.05
Hemogiobin (g/dL)

Females 14.4 £ 0.1 144+02

Males 16.6+03 155+ 02"
Hematocrit (%)

Females 44+04 45+0.5

Males 50+0.7 47 +0.8*
Total Leucocytes /mm’ 6440 120 6521 + 160

* Student ¢ test, p< 0.0001




Fig. 1. Mini Mental State Examination score by age range and study group. Data

show mean + SE.
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Fig. 2. Lipoperoxides levels by area and cognitive status. Data show mean + SE. The

comparison is between with and without impairment.

e
Area
B-S—rua
0.900 Ml —2c— urban
——
=
©
E - Ty
5 0300 ﬁ
St
g |
»
x
© [.200 =
B
&
B
e
B
= 5100 =
G‘Beﬁ i -.--- -Y-‘ ‘

Normal Impairment
Cognitive function

Student t test, *p = 0.05, **p< 0.01.
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Table 2. Values of rand p in the multiple lineal regression model to Mini Mental State Examination score as dependent variable by

study group.

Urban Rural
independent variables r P value r P value
Age (years) -0.348 0.001 -0.302 0.005
BMI (kg/m?) 0111 0.160 0.001 0.496
Waist circumference (cm) 0.079 0.240 -0.139 0.126
Glucose (mg/dL) 0.037 0.370 -0.065 0.297
Cholesteraol (mg/dL) -0.085 0.223 0.005 0.487
Alcohol intake frequency 0.146 0.094 0.030 0.404
Sleep (haurs) -0. 208 0.029 0.052 0.335
Lipoperoxides (=<mol/L) -0.372 < 0.0001 -0.332 0.002
SOD (U/L) 0.121 0.137 0.154 0.101
GPx (U/L) -0.034 0.380 -0.229 0.028
TAS (mmoliL) -0.294 0.004 -0.103 0.197

BMI: body mass index, SOD: superoxide dismutase, GPx: glutathione percxidase, TAS: total antioxidant status.
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