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RESUMEN

La prevalencia de la obesidad infantil en México aumenta aceleradamente, siendo hoy
en dia el pais con mayor numero de nifilos obesos a nivel mundial. Diversos estudios
han asociado la obesidad con afecciones no metabdlicas y procesos celulares
acelerados similares a los del envejecimiento, como es el caso del acortamiento de
telbmeros. Los telémeros son estructuras especializadas de ADN y proteinas
localizadas en los extremos de los cromosomas eucariotas y tienen un papel crucial
manteniendo la integridad del genoma. Los telomeros se acortan con cada division
celular, y se ha demostrado que el acortamiento de los telémeros es exacerbado por
el estrés oxidativo y la inflamacion, debido principalmente al aumento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno y el dafio que estas causan al ADN. El acortamiento
de los telomeros es un mecanismo conocido de senescencia celular, un fenotipo en el
cual las células normales detienen su proliferacion irreversiblemente y adquieren
caracteristicas morfoldgicas diferentes, asi como también cambios en la expresion
génica, que resultan en el deterioro de tejidos, 6rganos y perdida de longevidad, todas
estas, caracteristicas del envejecimiento.

En este trabajo nos propusimos determinar si existe una relacion directa entre la
longitud de los telémeros y la obesidad en un grupo de nifios mexicanos en edad
escolar. Para responder esta pregunta, se optimizd un protocolo por qPCR para la
medicion de la longitud de telomeros absoluta, este protocolo se validé en un modelo
de senescencia celular inducida in vitro, en el cual se demostr6 que la longitud
telomérica disminuye en funcién del numero de divisiones celulares y que las especies
reactivas de oxigeno promueven el acortamiento de los telomeros. Finalmente, se
selecciond una muestra poblacional infantil en la cual se aplicé el protocolo para medir
la longitud telomérica a partir de células salivales. Se determind la longitud de
telomeros absoluta de 134 nifios de ambos sexos entre los 8 y 10 afios de edad, de
los cuales, un 47% fueron diagnosticados con obesidad, 19% con sobrepeso y el 34%
tuvieron peso saludable. Encontramos que telémeros significativamente mas cortos se
asocian a un porcentaje de grasa corporal alto en nifios del sexo masculino, mientras
gue este fendbmeno, no se observo en el sexo femenino. Ademas, observamos que la
actividad fisica ejerce un efecto protector en la longitud de los telémeros, ya que la
longitud telomérica absoluta de nifios que realizan actividad fisica fue
significativamente mayor en comparacion con aquellos nifios que no la realizan. En
conjunto nuestros datos indican que la actividad fisica y un porcentaje de grasa
saludable ejercen un efecto protector sinérgico sobre la longitud de los telémeros. Por
altimo y de manera interesante, encontramos que nifilos que acuden a escuelas
publicas tienen telomeros significativamente més cortos en comparacion con aquellos
que asisten a escuelas privadas.
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[. INTRODUCCION

|.1 Obesidad, impacto en la salud y probleméatica mundial

La obesidad es una enfermedad cronico-degenerativa de origen multifactorial y
representa uno de los principales riesgos para la salud en la actualidad. Consiste
en una acumulacion anormal o excesiva de tejido adiposo (TA) en el cuerpo y esta
definida segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) por el indice de masa
corporal (IMC= [Peso (kg)] / [Talla (m)?]). Una persona con un IMC igual o superior
a 30 kg/m? es considerada obesa y con un IMC igual o superior a 25 kg/m? es
considerada con sobrepeso (WHO, 2015). En nifios y adolescentes, el crecimiento
obliga a tener en cuenta la edad y el sexo. Para ello se precisan percentiles y
curvas de referencia, dependiendo de los grupos étnicos y nacionales
representados en cada caso, de manera que entre los percentiles 85 y 95 se
considera sobrepeso, un percentil de 95 o mayor se tipifica como obesidad y por
encima del percentil 99 se clasifica como obesidad severa (Barlow, 2007). Aunque
cierto porcentaje de los casos de obesidad se deben a anomalias genéticas,
medicamentos, desequilibrios hormonales o enfermedades psiquiatricas (Bleich et
al., 2008), desde el punto de vista bioquimico, la principal causa obedece a un
desbalance crénico de energia, como consecuencia de una ingesta cal6rica
excesiva, debida al aumento en el consumo de alimentos con alto contenido de
grasas y azucares, y a la disminucion o ausencia de actividad fisica; peor aun, la
combinacion de ambos (Lau et al., 2007). El aumento de la industrializacion, la
urbanizacién y la mecanizacion que tiene lugar en la mayoria de los paises del
mundo va asociado a cambios en la dieta y los habitos; en particular, las dietas
contienen cada vez mas alimentos hipercaloricos, y los modos de vida son mas
sedentarios. En muchos paises en desarrollo que se encuentran en fase de
transiciobn econdémica, a menudo coexisten en la misma poblacion (o incluso en la
misma familia) niveles crecientes de obesidad con desnutricion cronica. El
aumento de la incidencia de obesidad a lo largo de los ultimos afios se ha visto
acompafnado por un aumento espectacular de la prevalencia de diabetes (WHO,
2002).

La obesidad es un importante factor de riesgo para numerosas enfermedades
cronicas, entre las que se incluyen la diabetes, dislipidemias, hipertensién arterial,
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer, esto es debido a que
induce el aumento de desequilibrios metabdlicos, la perturbacion de vias
homeostaticas, deterioro de la estructura y funcion de diversos 6rganos, asi como

(8]



procesos celulares acelerados similares a los del envejecimiento, asociados al
estrés oxidativo y la inflamacién (Ahima, 2009; Russell y Kahn, 2007). Se presenta
con frecuencia como una enfermedad cronica desde la infancia y representa un
factor de riesgo comun para el aumento de la morbilidad y la mortalidad en la edad
adulta. Las tasas de mortalidad aumentan a medida que lo hacen los grados de
exceso de peso medidos en funcion del IMC. A medida que aumenta el IMC,
también lo hace la proporcion de personas con una o mas afecciones asociadas.
En un estudio realizado en los Estados Unidos (Manson et al., 1995), mas de la
mitad (53%) de las defunciones ocurridas entre mujeres con un IMC superior a 29
kg/m? podian atribuirse directamente a su obesidad. Entre los habitos alimentarios
gue se han relacionado con el exceso de peso y la obesidad figuran la frecuencia
de las comidas y de los tentempiés entre comidas, los episodios de ingestidon
compulsiva de alimentos, las comidas fuera de casa y la ausencia de lactancia
materna exclusiva (efecto de proteccion, WHO, 2015 ). Los aspectos ambientales
tienen una importancia clara, en especial porque muchos entornos se estan
haciendo cada vez mas “obesogénicos” (favorecedores de la obesidad).

La actividad fisica es un importante determinante del peso corporal (WHO, 2003).
Tanto la actividad fisica como la buena forma fisica (entendiendo por tal la
capacidad para realizar actividad fisica), disminuyen el riesgo de mortalidad y
morbilidad relacionadas con el exceso de peso y la obesidad. Hay pruebas
convincentes de que la actividad fisica regular protege contra un aumento de peso
perjudicial, mientras que los modos de vida sedentarios, en particular las
ocupaciones sedentarias y el ocio inactivo, como ver la television, lo favorecen. La
mayoria de los estudios epidemiolégicos muestran un menor riesgo de aumento
de peso, sobrepeso y obesidad entre las personas que realizan regularmente
ejercicio fisico de intensidad moderada a alta (Fogelholm et al., 2000). Niveles
moderados a altos de forma fisica conllevan un riesgo considerablemente menor
de enfermedad cardiovascular y mortalidad por todas las causas, y esos
beneficios se aplican a todos los grados del IMC. La baja forma cardiovascular es
una afeccion grave y comun asociada a la obesidad, y una proporcion
considerable de las defunciones que se registran entre las personas obesas se
debe probablemente a una baja forma cardiorrespiratoria, mas que a la obesidad
en si (WHO, 2003).

La epidemia mundial de sobrepeso y obesidad: "globesidad" (WHO, 2015) se ha
convertido rdpidamente en un importante problema de salud publica en muchas
partes del mundo. Casi todos los paises (de altos y bajos ingresos por igual)
padecen actualmente una epidemia de obesidad, si bien hay grandes variaciones
entre paises y dentro de un mismo pais. En los de bajos ingresos, la obesidad es
mas comun entre las mujeres de mediana edad, las personas de mayor nivel
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socioeconémico y las que viven en comunidades urbanas. En los paises mas
présperos, la obesidad también es comun entre las personas de mediana edad,
pero ademas su prevalencia es cada vez mayor entre los adultos jévenes y los
nifos. En 2014, mas de 1900 millones de personas mayores de 18 afios en el
mundo tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 600 millones eran obesos, esto
representa el 13% de la poblacién adulta mundial (11% de los hombres y 15% de
las mujeres). Por otro lado, en 2013, mas de 42 millones de nifios menores de
cinco afos de edad tenian sobrepeso a nivel mundial (WHO, 2015).

|.2 Obesidad infantil en México

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud (OMS, 2015), México ocupa el
primer lugar de prevalencia mundial de obesidad infantil. Para la poblacion en
edad escolar (de 5 a 11 afios de edad), la prevalencia nacional combinada de
sobrepeso y obesidad en 2012, utilizando los criterios de la OMS, fue de 34.4%
(19.8 y 14.6%, respectivamente). Para las nifias esta cifra es de 32% (20.2 y
11.8%, respectivamente) y para los nifios es casi 5 puntos porcentuales (pp)
mayor; 36.9% (19.5 y 17.4%, respectivamente). Estas prevalencias representan
alrededor de 5, 664,870 nifios con sobrepeso y obesidad en el ambito nacional
(ENSANUT, 2012). El analisis de tendencias indica que estas cifras no han
aumentado en los ultimos seis afios y que la prevalencia se ha mantenido sin
cambios de 2006 a 2012 (Figura 1), en comparacion al periodo comprendido de
1999 a 2006 donde aument6 casi 8 pp (1.1 pp/afio 0 29.4% en los siete afios). Sin
embargo, aunque entre los afios 2006 y 2012 se observa una ligera disminucién
en la prevalencia de sobrepeso y obesidad para los sexos combinados, existen
algunas variaciones por sexo y en relacion con el sobrepeso y la obesidad. El
primer lugar en obesidad es Campeche, con el 23.2%, mientras que Chiapas y
San Luis Potosi presentan la menor frecuencia de sobrepeso y obesidad.

40

16.6

30 2.6

83 9.0

20

10

186 17.2 179 208 18.7 20.2 195 20.2 198

o]
T T
‘ Masculino Femenino Nacional

Masculino Femenino Nacional | Masculino Femenino Nacional

ENN 1999 ENSANUT 2006 ENSANUT 2012

Sobrepeso - Obesidad

Figura 1. Comparativo de la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en la poblacién de 5 a 11 afios de edad,
de la ENN 99, ENSANUT 2006 y ENSANUT 2012, de acuerdo con los criterios propuestos por la OMS. Tomada de
ENSANUT 2012.
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Por otro lado, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en menores de cinco afos
ha registrado un ligero ascenso a lo largo del tiempo, casi 2 pp de 1988 a 2012 (de
7.8% a 9.7%, respectivamente). El principal aumento se registra en la regién norte
del pais (Figura 2), que alcanza una prevalencia de 12% en 2012, 2.3 pp arriba
del promedio nacional.
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Figura 2. Prevalencia nacional de sobrepeso mas obesidad en menores de cinco afios de edad, de la ENN 88, ENN
99, ENSANUT 2006 y ENSANUT 2012, por regién de residencia. Tomada de ENSANUT 2012.

1.3 Obesidad, inflamacion y estrés oxidativo

La obesidad se caracteriza por un estado de inflamacién sistémica de bajo grado
inducida por diferentes mediadores de la inflamacion. Se ha demostrado que los
adipocitos (células del TA) poseen funciones similares a las células inmunitarias,
como la activacion del complemento y la produccion de citocinas pro-inflamatorias
(adipocitocinas) entre las que se encuentran: el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8), el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), la proteina C reactiva (PCr) y hormonas como la
leptina y adiponectina (Ziccardi et al., 2002). Ademas, los precursores de
adipocitos tienen la capacidad de fagocitar y pueden transformarse en células
parecidas a los macréfagos en respuesta a diferentes estimulos (Charriere et al.,
2003). Uno de los primeros mecanismos implicados en el inicio de la inflamacion
sistémica de grado bajo es la inflamacion del TA. Como consecuencia de la
obesidad, los adipocitos acumulan grandes cantidades de acidos grasos en su
interior, lo cual conduce a procesos expansivos del TA como la hiperplasia y la
hipertrofia adipocitaria (aumento en numero y tamafo, respectivamente). Como
resultado de estos procesos, algunos adipocitos quedan aislados en zonas lejanas
a los vasos sanguineos y en consecuencia sufren hipoxia y posteriormente
necrosis (Leodn et al., 2015), tras lo cual son rodeados por células fagociticas como
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los macrofagos, formando estructuras parecidas a corona (CLS, por sus siglas en
inglés) que inician un proceso inflamatorio orientado a la remocion de esas células
(Murano et al., 2008).

Por otro lado, se sabe que los &cidos grasos libres (AGL), sobre todo los
saturados como el acido palmitico, generan por si solos una respuesta inflamatoria
sistémica (Leulier y Lemaitre, 2008), ademas, la gran cantidad de acidos grasos
almacenados en los adipocitos es capaz de exacerbar procesos oxidativos como
la lipoperoxidacion, consistente en la oxidacion de moléculas lipidicas al interior
del adipocito (Le6n et al.,, 2015). La lipoperoxidacion que ocurre durante la
hiperplasia/hipertrofia adipocitaria conlleva a un escenario de estrés oxidativo
celular caracterizado por un aumento considerable en los niveles de especies
reactivas del oxigeno (ERO) y el nitrégeno, tales como el i6n superéxido (O2°),
peroxido de hidrogeno (H202) y el 6xido nitrico (ON). De hecho, se ha observado
que la produccién de ERO se incrementa en el TA de ratones obesos, y esta
acompafada por un aumento en la expresion de la NADPH oxidasa y una
disminucién de la expresion de enzimas antioxidantes (Furukawa et al., 2004). El
aumento de estrés oxidativo en los adipocitos ha sido propuesto como el
mecanismo subyacente clave del desarrollo de resistencia a la insulina
relacionado con la obesidad. Adicionalmente, en respuesta a este estrés oxidativo,
numerosas células inmunes (macrofagos y linfocitos T citotoxicos principalmente)
son reclutadas desde la periferia hacia el tejido adiposo (Weisberg et al., 2003;
Chatzigeorgiou et al., 2012), iniciando un proceso inflamatorio a nivel local
caracterizado por el incremento en los niveles de TNF-a y leptina, y una
disminucién en los niveles de IL-10 y adiponectina (Murano et al., 2008).

La infiltracion de células inmunes es per se una fuente permanente de citocinas y
factores pro-inflamatorios en el TA (Le6n et al., 2015), el cual exhibe
concentraciones elevadas de IL-1B, IL-6, TNF-a y leptina, asi como una mayor
produccién de proteinas con actividad quimio-atrayente o quimiocinas (Makki et
al., 2013), todas estas con capacidad de atraer mas macréfagos y linfocitos
periféricos, perpetuando asi el proceso de invasién inmune al TA. Como resultado
de este proceso, hay un aumento significativo en los niveles de citocinas,
quimiocinas y monocitos-macrofagos inflamatorios en la circulacion sanguinea
(Van Greevenbroek et al., 2013; Suarez et al., 2013), desencadenando un proceso
de inflamacién sistémica que finalmente afecta otros tejidos insulino-dependientes
como el hepéatico y el muscular, perpetuandose asi el estado inflamatorio a nivel
adipocitario y un estado de estrés oxidativo a nivel sistémico. Adicionalmente se
ha propuesto que las ERO podrian ser detectadas directa o indirectamente por el
inflamasoma NLRP3 (Zhou et al., 2010), activandolo y exacerbando la inflamacion
sistémica. Por ultimo, bajo condiciones de estrés como la hipoxia y la
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hiperoxidacion de acidos grasos, los adipocitos muestran alteraciones funcionales
caracterizadas por un marcado estrés reticular, asociado a procesos de
plegamiento incorrecto de proteinas y autofagia, lo cual es capaz de
desencadenar apoptosis en estas células (Yoshizaki et al., 2012). En conjunto,
estos datos sugieren que la obesidad es un estado anormal caracterizado por el
aumento del estrés oxidativo y la inflamacion.

|.4 Tel6meros y telomerasa

Los telomeros fueron descubiertos en la década de 1930, inicialmente en moscas
por Herman Muller y mas tarde en el maiz por Barbara McClintock (Gall, 1995).
Ambos investigadores concluyeron a partir del comportamiento de cromosomas
rotos, que los extremos naturales de los cromosomas eran perfectamente
distinguibles de roturas inducidas en el ADN y por lo tanto debia tratarse de una
estructura especial. Sin embargo, no fue hasta el final de la década de 1970 y
principio de 1980, que se logr6 obtener una descripcion molecular de esta
estructura gracias a estudios realizados por Elizabeth Blackburn en el protozoario
ciliado Tetrahymena (Blackburn y Gall, 1978); y por Lawrence Klobutcher en otro
grupo de ciliados (Klobutcher, 1981).

Los teldmeros son estructuras especializadas de ADN y proteinas, que consisten
en secuencias repetidas no codificantes, localizadas en los extremos de los
cromosomas de eucariotas (Harley et al., 1990, Figura 3A). En contraste con la
similitud de su secuencia, la longitud de los telomeros (LT) es altamente variable
entre diferentes especies, dentro de un mismo organismo e incluso entre los
cromosomas. En humanos, los telomeros estan constituidos por repeticiones en
tandem del hexamero TTAGGG, cuya longitud varia entre 8 y 15 kilopares de
bases (kpb), dependiendo del tipo celular o la edad (Harley et al., 1990; Takubo et
al., 2002). Los telébmeros tienen un papel crucial en las células eucariotas
manteniendo la integridad del genoma, sus principales funciones son: estabilizar el
cromosoma durante la mitosis, prevenir que los extremos de los cromosomas se
fusionen y evitar que estos sean reconocidos como roturas de doble cadena y
procesados por los sistemas de reparacion de ADN (De Lange, 2005). En
vertebrados, el extremo del cromosoma termina en una secuencia de ADN de
cadena sencilla rica en guanina (G), con una extension de 75 a 200 pares de
bases (pb) denominada cola-G. En la fase no mitética del ciclo celular, la cola-G
esta protegida por un complejo multiproteico especializado llamado shelterina, al
cual el telomero se une mediante la formacién de dos bucles o asas internos
(Figura 3B): el D-loop y el T-loop (Griffith et al., 1999).
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El complejo de la shelterina esta disefiado para proteger el extremo del
cromosoma de la erosion y de la fusidbn de sus extremos, se compone de seis
proteinas core: los factores de union a repeticion telomérica 1y 2 (TRF1 y TRF2
respectivamente por sus siglas en inglés), la proteina de proteccion de telomeros 1
(POT1), la proteina 2 de interaccion con TRF1 (TIN2), la proteina organizadora
POT1-TIN2 (TPP1) y la proteina activadora/represora 1 o RAP1 (Figura 3C).
TRF1 y TRF2 se unen al ADN telomérico de doble cadena como homodimeros u
oligdbmeros, mientras que POT1 se une directamente al extremo 3’ de la cola-G y
es importante para la formacién del D-loop (De Lange, 2005). TIN2 es capaz de
unirse a TRF1 y TRF2 a través de dominios independientes y recluta al complejo
TPP1-POT1, constituyendo el puente entre los diferentes componentes de la
shelterina (Kim et al., 2004; Chen et al., 2008). Se ha propuesto que TPP1 recluta
a POT1 a su ubicacién en los telomeros y su porcion N-terminal contiene un
dominio de interaccion con la telomerasa, sugiriendo un importante papel de TPP1
en el reclutamiento de esta enzima al extremo del cromosoma (Chen et al., 2007;
Xin et al., 2007). RAP1 esta implicado en la regulaciéon de la longitud telomérica y
en el silenciamiento de la region subtelomérica, forma un complejo con TRF2; y
esta asociacion es esencial para su union al teldbmero (De Lange, 2005). Varios
estudios sugieren que la shelterina puede modular la actividad de la telomerasa
actuando principalmente como un regulador negativo, aunque recientes hallazgos
indican que algunos de sus componentes como TPP1, son necesarios para
reclutar a TERT a los telémeros y alargarlos in vivo (Martinez y Blasco, 2010).
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Figura 3. Estructura del telomero, complejo shelterina y telomerasa. (A) Imagen representativa de un cromosoma de
raton en metafase tefiido con DAPI (azul) y los telémeros especificamente marcados con una sonda PNA (amarillo). (B)
Estructura del telémero unido al complejo shelterina. La cola-G (cadena gris) invade la doble cadena del telémero formando
la estructura protectora T-loop y el D-loop mediante un desplazamiento en el sito de invasion. (C) Seis proteinas core
forman el complejo de la shelterina, unido al telémero. (D) Telomerasa. Modificada de (Martinez y Blasco, 2010).
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El principal mecanismo de mantenimiento de los telémeros implica a la enzima
telomerasa (Greider y Blackburn, 1996), aunque también se ha descrito una via de
recombinacion especifica conocida como “alargamiento alternativo de los
telomeros” (Reddel y Bryan, 2003), sin embargo este mecanismo permanece Sin
comprenderse completamente. La telomerasa es una ribonucleoproteina
constituida por un componente de ARN denominado TERC, que sirve como
templado para la sintesis de novo de secuencias teloméricas, y un componente
proteinico llamado TERT, con actividad de transcriptasa reversa (figura 3D). La
telomerasa cataliza la sintesis y extension del ADN telomérico terminal (Blackburn
et al., 2006), reponiendo los pares de bases perdidos que no pudo replicar la ADN
polimerasa en el extremo 3’ de la cadena retrasada, proceso que se explicara con
mayor detalle en el siguiente apartado. En los seres humanos, la actividad de la
telomerasa estda regulada durante el desarrollo, es variablemente activa en
diferentes tipos de células y en diferentes etapas de la vida (Gomes et al., 2011).
Su expresion en la mayoria de tejidos se presenta solamente durante las primeras
semanas de la embriogénesis, y a partir del periodo neonatal su actividad es
reprimida en la mayoria de las células sométicas, con excepcion de algunos
subconjuntos como los fibroblastos activos, también se encuentra presente en
células germinales y en células madre (Zanni y Wick, 2011). En la mayoria de los
canceres, la actividad de la telomerasa se incrementa debido a mutaciones
genéticas, o a polimorfismos en TERC y/o TERT, que reactivan la telomerasa a
pesar de que exista dafio en el ADN o inestabilidad cromosomica dentro de la
célula (Zanni y Wick, 2011). Ademas, el “alargamiento alernativo” puede activarse
en ausencia de telomerasa, permitiendo asi la proliferacién anormal de células
(Chen y McLeskey, 2010). Interesantemente, algunos estudios han demostrado
que la sobreexpresion de la telomerasa es suficiente para inmortalizar la mayoria
de los tipos celulares humanos in vitro, y extiende significativamente la esperanza
de vida de ratones transgénicos Tert, aumentando su resistencia al cancer
(Bodnar et al, 1998; Gonzalez-Suarez et al, 2001; Artandi et al, 2002; Tomas-Loba
et al, 2008).

Las mutaciones tanto en los diferentes componentes de la telomerasa (TERT y
TERC), asi como en alguno de los componentes de la shelterina (TRF1 y TIN2,
principalmente) se han asociado genéticamente a ciertas enfermedades humanas
raras como diskeratosis congénita (Mitchell et al., 1999 y Vulliamy et al., 2001),
anemia aplasica y la fibrosis pulmonar (Armanios et al., 2007 y Tsakiri et al.,
2007). Estas enfermedades estan asociadas a la disfuncién telomérica y por lo
tanto, se caracterizan por presentar fallos en la capacidad regenerativa tisular
(como de la médula ésea) e hiperpigmentacion severa de la piel.
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La cromatina telomérica est4d enriqguecida con las marcas epigenéticas
caracteristicas de la heterocromatina constitutiva, como son la trimetilacion de
histonas y la hipermetilacion del DNA, que actian como reguladores negativos de
la longitud telomérica. La cromatina telomérica protege de la degradacion al
extremo 3’ protuberante de cadena sencilla de los telémeros y evita que estos
extremos sean reconocidos y procesados como dafio en el DNA debido a las
roturas de doble cadena (Blasco, 2007). Las modificaciones epigenéticas en las
regiones teloméricas y subteloméricas, en conjunto con la accion de ARNs
teloméricos no codificantes, también influyen de forma drastica en la LT,
generando un nivel adicional de control de la longitud y funcién de los telomeros.

.5 Acortamiento de tel6meros

En las células somaticas, los telomeros se acortan de 30 a 200 pb con cada
divisién celular (Aubert y Lansdorp, 2008) debido a la incapacidad de la ADN
polimerasa para sintetizar completamente la cadena retrasada del ADN durante la
replicacion (von Zglinicki y Martin, 2005), esto es conocido como el “problema de
replicacion del extremo del cromosoma”. Mientras que la sintesis de la cadena
lider (el nuevo extremo 3’ del telémero) se realiza hasta el final del templado de
ADN que se esta replicando, la sintesis de la cadena retrasada se produce a
través de una multitud de fragmentos de Okazaki cebados por RNAs cortos
(alrededor de 8 a 12 nucleédtidos de longitud). Estos cebadores o primers son
retirados posteriormente y sustituidos por desoxirribonucleétidos trisfosfato
(dNTP's), uniendo de esta forma los fragmentos de Okazaki. Sin embargo, si no se
puede sintetizar el fragmento de Okazaki final en la cadena retrasada, ya que la
posicion natural del sitio del primer o cebador de ARN se encuentra mas alla del
final de la cadena molde de ADN que se estad copiando, la ausencia de este
fragmento de Okazaki implica que la copia de la cadena retrasada sera mas corta
de lo que deberia ser (Figura 4). Otro mecanismo implicado en el “problema de
replicacion del extremo” es que el primer para el dltimo fragmento de Okazaki, se
ha colocado en el extremo 5 de la cadena retrasada, este cebador de ARN no
puede ser convertido a ADN debido a que la ADN polimerasa soélo afiade
nucledtidos en direccién 5'—3', y su posterior eliminacion dejara incompleta la
cadena recién sintetizada.
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Figura 4. El problema de la replicacién del extremo del cromosoma. La pérdida de un fragmento de Okazaki durante
lareplicacion de la cadena retrasada resultara en un telémero més corto. Modificada de Lewin’s, 2014.

El acortamiento de los telomeros es un mecanismo conocido de senescencia
celular prematura y pérdida de la longevidad (Campisi, 2005); proceso que se
acelera aun mas por el estrés oxidativo y la inflamacion. El estrés oxidativo se
origina cuando hay un aumento de la produccién de ERO, que supera la
capacidad del cuerpo para desintoxicarse de los intermediarios reactivos o reparar
el dafio que causan a proteinas, lipidos y al ADN, especialmente el de los
telomeros, que es particularmente susceptible a roturas de cadena doble y sencilla
(von Zglinicki, 2002) por estos intermediarios, debido a su alto contenido de
guanina. El estrés oxidativo induce la modificacion oxidativa de guaninas,
principalmente la formacion de 8-oxodG en la secuencia GGG del ADN telomérico
(Kawanishi y Oikawa, 2004). La 8-o0xodG es una base mutagénica reconocida
como dafio al ADN por los sistemas de reparacion por escision de nucleétidos. La
enzima encargada de reparar estas bases es la 8-oxoguanina glucosilasa, que es
capaz de escindir el enlace glucosidico de la 8-oxodG, generando roturas de
cadena doble en el ADN. Ademas, estas roturas en el ADN telomérico se reparan
de manera menos eficiente que las ocasionadas en cualquier otra ubicacion del
genoma (Shen et al.,, 2009). EI aumento en los niveles de marcadores de la
inflamacion y adipocitocinas circulantes estimula la renovacion de células madre
hematopoyeéticas, lo que da lugar a la pérdida de secuencias teloméricas en cada
ciclo de replicacion (Aviv y Valdes, 2006). Con base a lo anterior, se ha sugerido
que la inflamacion y el estrés oxidativo generados como consecuencia de la
obesidad, se pueden asociar a dafio celular y telomeros mas cortos (Valdes et al.,
2005).
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El acortamiento de los telémeros se presenta en cada division celular, dando lugar
a la disminucion de su longitud conforme progresa la edad. En la mayoria de
tejidos y células madre de mamiferos adultos, la actividad de la telomerasa es
insuficiente para mantener la longitud de los teldmeros durante la division celular y
la renovacion de tejidos (Collins y Mitchell, 2002; Flores et al, 2005; Sarin et al,
2005). El acortamiento progresivo de los telomeros conduce a la disfuncién
telomérica y a la activacion de la respuesta de dafio al ADN dependiente de la
proteina supresora de tumores p53, que resulta en el arresto del ciclo celular,
senescencia y apoptosis (d’Adda di Fagagna et al, 2003; Campisi y di Fagagna,
2007). La disfuncion telomérica debida al acortamiento acelerado ha sido
reconocida como una causa importante de inestabilidad cromosémica (O’Sullivan
y Karlseder, 2010) y se ha asociado con una mayor mortalidad y aumento del
riesgo de enfermedades relacionadas con la edad, tales como la insuficiencia
cardiaca y el cancer (Cawthon et al., 2003; Wu et al., 2003). La LT es determinada
genéticamente (Vasa-Nicotera et al., 2005), pero también el medio ambiente y
factores en el estilo de vida como el tabaquismo, actividad fisica disminuida o la
obesidad contribuyen significativamente a acelerar la velocidad de desgaste de los
telobmeros. In vivo, telomeros criticamente cortos, producen disfuncién de las
células madre, pérdida prematura de la regeneracion tisular y una reducida
esperanza de vida; como se ha demostrado en ratones deficientes de telomerasa
(Blasco et al, 1997; Herrera et al, 1999; Blasco, 2005;).

|.6 Telomeros y senescencia celular

La tasa de acortamiento de los teldmeros es muy variable, en los seres humanos
se estima que la LT se acorta entre 30-150 pb por ciclo de replicacion en
fibroblastos y linfocitos (Harley et al., 1990 y Vaziri et al., 1993). La divisién celular
puede ocurrir entre 50 y 70 veces antes de que el teldmero alcance una longitud
criticamente corta [de 4 a 6 kpb en células germinales, cuyo tamafio maximo es de
10-15 kpb (Campisi, 2000)] conocida como limite de Hayflick, en la cual el extremo
del cromosoma se acerca demasiado a la region codificante del ADN (Zakian,
2012). En dltima instancia, el telomero expuesto se comporta como una rotura de
cadena doble del ADN y es reconocido por la proteina supresora de tumores p53,
gue a su vez activa los puntos de control de dafio al ADN e induce la expresién de
un fenotipo denominado senescencia celular o replicativa (Figura 5), en el cual las
células normales detienen su proliferacion irreversiblemente y adquieren
caracteristicas morfologicas diferentes, asi como también cambios en la expresiéon
génica (Kim et al., 2002; de Lange, 2005; von Zglinicki et al., 2005).
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Figura 5. Acortamiento de telomeros y senescencia celular. Modificado de Armanios, 2009.

La senescencia celular se caracteriza morfolégicamente por un ensanchamiento y
aplanamiento de las células, ademas de cambios en la expresion génica, algunos
de los cuales contribuyen a la induccion de la senescencia, mientras que otros son
la consecuencia. El primer grupo comprende la induccion de genes que codifican
para las proteinas p21, p53 y pl16, asi como inhibidores de la proliferacion celular
(Beausejour et al., 2003 y Oeseburg et al., 2009), mientras que para el segundo
grupo se incluye un aumento en la actividad de la B-galactosidasa (senescence-
associated B-galactosidase), un marcador que permite la deteccion de células
senescentes (Dimri et al., 1995). Dos sistemas de proteinas supresoras de
tumores, el p16™43/pRb y el p53/p21"al estan involucrados en el proceso de la
senescencia y sus efectos bloquean el ciclo celular. El sistema el p16™4a/pRb,
induce la expresion del gen que codifica para la proteina p16'k4, esta proteina
inhibe las cinasas CDK4 y CDK®, las cuales controlan los puntos de transicion
entre cada una de las diferentes fases del ciclo celular, las fases G1, S, G2y M
(Le Peuch y Doreée, 2000). La proteina pRb bloquea la transicion de G1 a Sy su
actividad es inhibida cuando es fosforilada por las cinasas CDK4 y CDK®6; la
induccion de p16™k4 inmoviliza el ciclo celular inhibiendo la fosforilacion de pRb.
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El sistema p53/p21"a1 actlla cuando la senescencia es independiente del primer
sistema y su accidn sobre la proliferacion celular es mas global. La activacion del
factor de transcripcion p53 estimula la transcripcion de numerosos genes entre los
cuales se encuentra el que codifica para la proteina p21WAF! (El-Deiry, 1998) Esta
proteina bloquea el ciclo celular a dos niveles: por un lado inhibe al antigeno
PCNA (proliferation cell nuclear antigen), que es un factor esencial en la
replicacion del ADN; por otro lado bloquea el conjunto de las cinasas CDK. En las
células senescentes, la proteina p53 es activa y los niveles de expresion de p21 y
pl6 son elevados, por otra parte la proteina pRb es hipofosforilada (Alcorta et al.,
1996 y Stein et al., 1990). En células humanas, la division celular se bloquea por
estos dos sistemas cuando se activan los sistemas de reparacion de ADN, en
respuesta por ejemplo, al dafio causado por las ERO, las cuales, como
mencionamos anteriormente también dafian el ADN telomérico con relativa
facilidad. En condiciones normales, el complejo de la shelterina protege los
telédmeros de los sistemas de reparacion de ADN, sin embargo, algunos modelos
proponen que si los teldmeros se acortan demasiado, el complejo de la shelterina
podria disociarse de ellos, exponiendo sus extremos a estos sistemas de
reparacion y en consecuencia el bloqueo de la division celular y la subsecuente
entrada de las células al fenotipo senescente (de Lange T. 2005).

Con base en lo anterior, los telomeros han sido denominados como los
biomarcadores clave del envejecimiento celular, sin embargo, los telémeros limitan
no solo la proliferacion de células normales, sino también la proliferacion de
aguellas células que se encuentren en proceso de transformacion neoplasica. Esto
ha sido ilustrado por el hecho de que esencialmente todos los canceres humanos
han adquirido mecanismos para el mantenimiento de los teldbmeros, generalmente
a través de la expresion de altos niveles de telomerasa (Stewart y Weinberg,
2006) o mediante la activacion del “alargamiento alernativo de los telémeros”, en
ausencia de esta enzima (Chen y McLeskey, 2010). En contraste, ratones
deficientes en actividad de la telomerasa son significativamente mas resistentes al
cancer inducido por una gran variedad de defectos genéticos o tratamientos con
agentes cancerigenos (Blasco, 2005). Por lo tanto, la senescencia celular inducida
por el acortamiento de los teldmeros, desempefia un papel protector limitando la
capacidad proliferativa de las células que han sufrido dafios en el ADN y son
vulnerables a la transformacion oncogénica.
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[I. ANTECEDENTES

Diversos estudios realizados en sujetos adultos, han mostrado evidencias de una
relacion directa entre el acortamiento de telomeros de leucocitos con la obesidad
(Kim, et al.,, 2009 y Valdes et al., 2005), con enfermedades cardiovasculares
(Fitzpatrick et al., 2007), diabetes tipo 2 (Salpea et al., 2010), con la resistencia a
la insulina (Gardner et al., 2005) y la hipertension (Yang et al, 2009), asi como al
estrés psicolégico cronico (Epel et al., 2004). El acortamiento de telémeros
también se ha correlacionado con dislipidemias e inflamacién cronica en personas
con Sindrome de Cushing, siendo mas significativo si estas afecciones coexisten
con obesidad y/o hipertension. Dicho acortamiento también correlaciona con un
aumento de la morbilidad y envejecimiento prematuro en estos pacientes (Aulinas
et al., 2015). Estudios in vitro en células humanas han establecido una relacién
causal entre el acortamiento de teldmeros y la senescencia celular, dando lugar a
la detencion de su crecimiento (Bodnar et al. 1998). En ratones, se ha demostrado
gue la inflamacién cronica sistémica puede acelerar el envejecimiento, a través de
la exacerbacion de la disfuncion de los telomeros y la senescencia celular
mediada por las ERO, en ausencia de cualquier otro factor genético o ambiental
(Jurk et al., 2014). Adicionalmente, en experimentos llevados a cabo en diversos
tipos de células cultivadas in vitro, se ha observado que el dafio al ADN causado
por la acumulacién de ERO, especialmente perdxido de hidrogeno (H202), resulta
en senescencia prematura inducida por el estrés, asi como también senescencia
replicativa prematura; a través del desgaste acelerado de los telémeros (Herbert et
al., 2008).

Estudios recientes también han investigado el impacto de los factores dietéticos en
la LT, sondeando la hip6tesis de que una nutricibn inadecuada y a través del
aumento del estrés oxidativo puede influir en el mantenimiento de los telémeros.
En particular, un andlisis transversal demostré una asociacion positiva entre el uso
de multivitaminas y la LT en leucocitos, que apunta a la contribucién de los
antioxidantes de la dieta al mantenimiento de los telémeros (Xu et al., 2009). Por
otra parte, se ha descrito un efecto adverso de niveles elevados de homocisteina
en plasma en combinacion con estrés oxidativo sobre la LT (Bull et al., 2009). En
un estudio epidemioldgico se encontrd que la ingesta de fibra dietética también se
asocia positivamente con la LT (Cassidy et al., 2010), apoyando la hipétesis de
gue los factores dietéticos pueden influir en la LT de leucocitos. La modulacién de
la LT por habitos dietéticos es razonable en vista del papel reconocido de algunos
micronutrientes en la sintesis, reparacion y mantenimiento de la metilacién del
ADN, asi como en la proteccién contra el estrés oxidativo (Bull y Fenech, 2008).
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En nifios, y de manera interesante, un analisis previo mostré que la exposicion a
entornos desfavorables en la infancia se asocia con acortamiento en la LT,
tomando en cuenta factores como el estatus socioeconomico, nivel de escolaridad
de la madre, estructura y estabilidad familiar, asi como el trato rudo en la infancia
(Mitchell et al., 2014). La hipdtesis de que la exposicion infantil a la violencia
aceleraria la erosion de los telémeros fue recientemente probada en el primer
estudio longitudinal prospectivo realizado en nifios (Shalev, et al. 2012). Con base
en la evidencia de que los efectos del estrés son acumulativos (Danese y
McEwen, 2011), la hipétesis fue que la exposicidbn acumulativa a violencia estaria
asociada con una erosion acelerada de los teldmeros. De hecho, solo los nifios
gue experimentaron dos o0 mas tipos de violencia (la exposicion a violencia
maternal domeéstica, intimidacion frecuente, o maltrato fisico por un adulto),
mostraron un acortamiento significativamente mayor de los teléomeros en células
bucales, entre las mediciones a los 5 (linea base) y 10 afos de edad
(seguimiento), incluso después de ajustar por factores de confusién (Shalev, et al.
2012). Este hallazgo ha proporcionado la primera evidencia, de que el estrés se
relaciona con la erosion acelerada de los telomeros en células bucales y que
puede ser observado a una edad temprana, en la que los nifios estan
experimentando el estrés. Sin embargo, las preguntas permanecen alrededor de
los mecanismos biolégicos que conducen de la erosion de los telémeros durante
la infancia, a un potencial riesgo de enfermedad en la edad adulta.

En contraste con los adultos, los estudios iniciales a pequefia escala de la LT y la
obesidad infantil son escasos y sus resultados han sido contrastantes; mientras
gue en un estudio se encontré que nifias y nifios franceses con obesidad, tienen
telomeros de leucocitos significativamente mas cortos que aquellos con peso
normal (Buxton et al., 2011), en otro andlisis, no se encontraron diferencias entre
la LT de nifios italianos obesos y con peso normal (Zannolli et al., 2008). Un tercer
estudio que involucré poblacién arabe, concluy6 que la obesidad infantil en el sexo
masculino, correlaciona con acortamiento de telomeros de leucocitos, que no es
evidente en las nifias. En este mismo estudio ademas, se observd una asociacion
de acortamiento de telobmeros con la presion arterial y la circunferencia de la
cintura en nifos (Al-Attas et al., 2010). Es posible que la disparidad entre estos
hallazgos sea debida a diferencias genéticas o0 no genéticas (factores biolégicos,
ambientales y sociales) que aun no han sido determinadas (Buxton et al., 2011).

En la mayoria de las investigaciones publicadas en las que se mide la LT, se
utilizan células mononucleares de sangre periférica (PMBCs por sus siglas en
inglés), principalmente leucocitos, como fuente de ADN; incluidos los tres estudios
mencionados anteriormente. Diferentes tipos de células tienen diferentes tasas de
division y por lo tanto diferentes tasas de acortamiento de los telomeros. La linea
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celular de leucocitos incluye principalmente a los linfocitos, que son un grupo muy
heterogéneo de células, de rapida proliferacion en respuesta a su estimulacion por
antigenos y que resulta en la expresion de la telomerasa (Weng 2001), lo que
puede influir en la LT y por lo tanto aportar resultados que no representen la edad
celular real. Ademas, la recoleccidn de muestras de sangre, generalmente bien
aceptada en adultos, es relativamente invasiva para los nifios, lo que implica otra
complicacion para el disefio de protocolos destinados a la poblacion infantil. Para
superar este obsticulo es necesario encontrar fuentes alternativas de ADN y a
favor de este punto, se ha comprobado la utilidad de usar saliva para la evaluacion
de la LT, cuya recoleccion es considerablemente mas sencilla. De hecho, se
demostré que, aunque las LTs medidas a partir de ADN de leucocitos y saliva
muestran una alta correlacion, las longitudes obtenidas a partir de saliva fueron
significativamente mayores con respecto a las obtenidas de leucocitos (Mitchell et
al., 2014). Estos resultados no son sorprendentes, ya que el ADN de la saliva se
deriva de varios tipos de tejidos diferentes, por lo que es plausible que sea mas
representativo del desgaste celular que aquellas medidas realizadas sobre el ADN
de una unica fuente, como las células mononucleares de sangre periférica
circulantes. En conclusion, el ADN de saliva es un indicador valido de la LT, més
facil de obtener y menos costoso para los investigadores.

Con respecto al protocolo de medicion de la LT, se han planteado cuestiones
importantes con respecto a la consistencia y la calidad de los métodos aplicados.
El método TRF (Telomere Restriction Fragment Assay), desarrollado hace mas de
20 afos, continda siendo considerado como el método "estandar de oro" para la
medicién de la LT ya que suministra una distribucion facilmente cuantificable de LT
en unidades de kilobases y es ampliamente utilizado para validar y optimizar
nuevos métodos, pero tiene las desventajas de ser técnicamente exigente,
requiere concentraciones relativamente altas de ADN, y es de bajo rendimiento.
En contraparte el gPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction), es el método
actualmente disponible mas eficiente, en lo que a tiempo y alto rendimiento se
refiere, ademas requiere de una menor cantidad de ADN que el método TRF, lo
cual representa otra ventaja. Sin embargo, el gPCR brinda una estimacién de la
cantidad de secuencias del teldmero presentes en la muestra en relacién con la
cantidad de una secuencia de referencia no telomérica especificada, que es
autosomal y no variable en el numero de copias (Nussey et al., 2014). La
optimizaciéon y validacion del gPCR, que resulte en una LT mas precisa, se basa
principalmente en la seleccion adecuada del primer de secuencia telomérica que
se va a amplificar.



[11. JUSTIFICACION

El acelerado incremento en la prevalencia de la obesidad infantil en los ultimos
afos, atribuible al sedentarismo y la dieta alta en calorias adoptada hoy en dia
como estilo de vida por muchas poblaciones, debe ser una preocupacion prioritaria
para la sociedad. El acortamiento de los teldmeros es un mecanismo conocido de
senescencia celular prematura y pérdida de la longevidad. La disfuncion
telomérica debida al acortamiento acelerado ha sido reconocida como una causa
importante de inestabilidad cromosomica y se ha asociado con una mayor
mortalidad y aumento del riesgo de enfermedades como la insuficiencia cardiaca y
el cancer. Dilucidar la relacion entre la longitud de los telémeros y la obesidad a
temprana edad, asi como determinar si dicha relacion tiene un impacto
potencialmente nocivo sobre el futuro de la salud, puede proporcionar pruebas que
nos ayuden a crear conciencia para combatir este grave problema de dimension
mundial y de esta manera prevenir los diversos padecimientos asociados a ella en
la edad adulta, asi como el posible envejecimiento celular prematuro desarrollado
desde la infancia. Para lograr estos objetivos, es necesaria la optimizacion de un
protocolo para la medicion de LT, que funcione como una herramienta de
diagnéstico util, precisa, de facil realizacion y reproduccién, y econémicamente
mas accesible.

[24]



[25]



V. HIPOTESIS

Existe una relacion directa entre el acortamiento de los telédmeros y la obesidad en
nifios mexicanos en edad escolar.

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la obesidad conlleva al acortamiento de telémeros en nifios en edad
escolar.

Objetivos especificos

e Optimizar un protocolo para la medicion de la longitud de los teldmeros a
partir de ADN de células salivales

e Validar el protocolo de medicion de longitud de telomeros en un modelo de
senescencia celular inducida in vitro

e Determinar y comparar la longitud de los telémeros de ADN gendémico en
las células salivales de nifios mexicanos obesos y con peso normal
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Estandarizacion del protocolo para la amplificacion de
telomeros (ATs) a partir de ADN genomico mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) punto final

Aislamiento de ADN gendmico de células HEK

El ADN se obtuvo de células HEK293 congeladas contenidas en una placa de
petri. En primer lugar, se prepararon 100 mL de una solucion buffer de lisis que
contenia proteinasa K (20 mg/mL). Se afiadieron 250 pL de este buffer a la placa
de células HEK previamente descongeladas y se incubaron en bafio de agua a 60
°C por 60 min. Transcurrido este tiempo, el contenido se dividi6 en dos tubos
Eppendorf de 1.5 mL etiquetados como tubo 1y 2. Posteriormente se adicionaron
250 pL del buffer de lisis a cada tubo y se incubaron por otros 120 min a 60 °C.
Como siguiente paso, se agregaron 250 pL de fenolcloroformo a cada tubo y el
contenido se mezclo6 por agitacion manual hasta la formacion de una emulsion. La
emulsién se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min, la fase acuosa se transfirié a
un tubo nuevo y la extraccion con cloroformo se repiti6 hasta que no habia
proteina visible en la interfase de la emulsion. Posterior a esto, se llevaron a cabo
dos lavados con 250 ul de cloroformo por cada tubo para eliminar las trazas de
fenol, realizado lo anterior, se adicionaron 10 ul de NaCl 5 M y 20 ul de etanol frio,
se mezclo por inversion y esta solucion etandlica se coloco en hielo durante 30
min para precipitar el ADN. Al término de este tiempo, los tubos se centrifugaron a
12,000 rpm durante 10 min a 0 °C, el sobrenadante se decantd, el pellet se cubrié
con etanol al 70% y se centrifugd a 12,000 rpm, por 2 min a 4 °C. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se deseché nuevamente y el tubo con el pellet se
mantuvo abierto a temperatura ambiente para que las trazas de etanol pudieran
evaporarse. Posteriormente el pellet se disolvié en 130 pl de Tris 10 mM pH 8.5y
se incubd a 37 °C por 60 min. Por ultimo, el ADN gendémico contenido en cada
tubo se cuantific6 en Nanodrop® y se almacend a 4 °C hasta su posterior uso.
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Aislamiento de ADN gendmico de cerebro de raton

En primer lugar, el cerebro se colecté en un tubo Corning® de 50 mL y el tejido se
procesdé mediante sonicacién para romper las membranas celulares, dando tres
pulsos de 10 s cada uno, a una amplitud del 50% con un 130 Watt Ultrasonic
Processor CV18. El tejido se dividi6 en dos tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se
agregaron a cada tubo 500 pL de una solucion de SDS al 4% y 4 uL de proteinasa
K (20 mg/mL), el contenido se mezcl6é por inversion, asegurandonos que el tejido
quedara totalmente sumergido en la solucién y se incub6 a 56 °C durante toda la
noche. Como siguiente paso, las muestras se colocaron en hielo durante 5 min y
se les adicionaron 200 yL de una solucion saturada en sales, esta solucidén se
mezclé por inversidn y se incubd en hielo durante 15 min. Transcurrido este
tiempo, se centrifugé a 13,000 rpm durante 30 min y el contenido fue transferido a
un tubo nuevo, al cual se le adicionaron 2 uL de RNAsa (10 mg/mL) y se incubé a
37 °C por 30 min. Posterior a esto se realizaron dos lavados: el primero con etanol
al 100%; se mezclé por inversion, se incubé durante 30 min a -20 °C, y se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 30 min; para el segundo se adicionaron 250 yL de
etanol al 70% y se centrifugé a 13,000 rpm durante 5 min, el sobrenadante fue
decantado y el exceso de etanol se dejo secar a temperatura ambiente, acto
seguido, el pellet se resuspendié en agua estéril. Por ultimo, el ADN gendmico
contenido en cada tubo se cuantific6 en Nanodrop® y se almacend a 4 °C hasta
Su posterior uso.

Disefio y purificacién de oligonucled6tidos

Se evalud la eficiencia en la amplificacion de secuencia telomérica de dos pares
de oligonucledtidos; el primer par fue disefiado y reportado por Cawthon
(Cawthon, 2002) y las secuencias de los oligonucleétidos sentido y antisentido
(escrita en direccion 5'—3’) son las siguientes: Tell, GGTTTTTGAGGGTGAGGGT
GAGGGTGAGGGTGAGGGT; y Tel2, TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATC
CCTATCCCTA respectivamente. El segundo par de oligonucleétidos fue disefiado
y reportado por O’Callaghan y Fenech (O’Callaghan y Fenech 2011) y las
secuencias de los oligonucledtidos sentido y antisentido (escrita en direccidon
5'—3’) son las siguientes: TeloF, CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGG
TTTGGGTT,; y TeloR, GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
respectivamente. En adicion, se sintetizaron dos oligonucleodtidos estandar
utilizados para determinar la longitud absoluta de acuerdo al protocolo descrito por
O’Callaghan y Fenech (O’Callaghan y Fenech 2011). El primero, TEL STD de 84

[28]



bases de longitud que contiene 14 repeticiones del hexdmero TTAGGG con
secuencia (escrita en direccion 5—3’): TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG
GGTTAGGG. El segundo, BGLOB STD de idéntica longitud pero con la secuencia
correspondiente al gen de copia unica (GCU) B-globina (escrita en direccion
5 —3):GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGG
TGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTG.

Los oligonucleotidos fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
de ADN del IBT. Todos los oligonucleotidos se purificaron mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés). En primer lugar se
prepararon 100 mL de una solucion stock de acrilamida al 15% y 7 M de urea.
Después de esto, se preparé el gel de acrilamida mezclando 15 mL de la solucion
stock, 60 pL de persulfato de amonio al 10% y 12 yL de TEMED en una camara
de electroforesis tipo Tall mighty, con separadores de 1.5 mm y peine de 5 pozos
del mismo grosor. El gel se pre-corrié durante 15 min a 350 V con buffer TBE 1X 'y
transcurrido este tiempo se cargaron 100 pg de oligonucleétido crudo y 10 pL de
azul de bromofenol por carril. Una vez cargados los carriles, el gel se corrié a 350
V por 1.5 h con buffer TBE 1X. Al término de la corrida, el gel se visualiz6 sobre
una placa de silica fluorescente con luz UV de onda corta (254 nm), se corto la
banda correspondiente a la longitud del oligonucleétido y se coloc6 en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL con 1 mL de agua mQ estéril, este tubo se incubo
posteriormente a 37 °C durante 24 h con agitacién rotatoria. Transcurrido este
tiempo, se retird el sobrenadante y la solucién se concentré hasta 200 yL en un
concentrador de vacio Savant® con calentamiento a 40 °C por un lapso de 2 h.
Posteriormente se agregé 1 mL de nButanol, se agité con Vortex® durante 30 s 'y
se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 min, el sobrenadante fue desechado, esta
extraccion se repitio hasta la obtencion de un pellet transparente. Como siguiente
paso, se agregé 1 mL de etanol absoluto, se agité con Vortex® y se centrifugd a
13,000 durante 3 min, el sobrenadante se eliminé por decantacién y el pellet se
secO en Savant®, acto seguido, se disolviéo en 115 yL de Agua mQ estéril y se
midio su absorbancia a 260 nm para determinar la concentracién final. Por ultimo,
se prepararon 100 mL de solucién stock 10 uM de cada oligonucleétido y se
almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.



Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final

La estandarizacion del protocolo para la ATs se realizé utilizando ADN gendmico
de tres lineas celulares diferentes: i) cerebro de ratdn, ii) células HEK293, iii)
linfocitos T de humano (LTh). Para cada linea celular se evalud la eficiencia de
ATs de los dos pares de oligonucleédtidos descritos anteriormente [Cawthon (C):
Tell, Tel2 y O Callaghan y Fenech (O): TeloF, TeloR], utilizando como base dos
diferentes mezclas de reacciéon maestras (Tabla 1), denominadas Master mix A y
Master mix B, en las cuales se varié la concentracion de ADN, concentracion de
oligonucledtidos y desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP’s), mientras que los
volimenes y concentraciones de los demas reactivos se mantuvieron constantes,
a excepcion del agua, cuyo volumen cambi6 en cada experimento dependiendo de
las modificaciones realizadas a las variables anteriormente mencionadas.

Tabla 1. Mezclas de reaccion maestras utilizadas para la estandarizacién del protocolo PCR
punto final para la amplificacion de tel6meros

Reactivo Master mix A (uL) Master mix B (uL)
Agua Mg cbp 25 pL cbp 25 uL
Amortiguador de reaccién | 2.5 2.5

10X

MgClz 30 mM 1.2 1.2
dNTP’s 10 mM X* x*
Oligonucledtido 5 (10 uM) | x* X*
Oligonucledtido 3’ (10 uM) | x* X*

DTT 100 mM - 1.25
DMSO 1% - 0.25

DNA Taq polimerasa 0.25 0.25

DNA gendmico (xng*) 1 1
Volumen final de reaccién 25 pL 25 pL

*Nota: x indica variacién en el volumen de los reactivos y concentracién de ADN durante la
estandarizacion.

La estandarizacion de cada Master mix se realiz6 inicialmente en el ADN
gendmico extraido de cerebro de raton, utilizando un volumen de reaccion de 25
uL y las concentraciones finales de oligonucleotidos reportadas por cada autor;
Tell: 270 nM, Tel2 900 nM (Cawthon, 2002); TeloF: 100 nM, TeloR: 100 nM
(O’Callaghan y Fenech, 2011). Posteriormente se utilizaron para ambos pares de
oligonucledtidos, y de manera uniforme, las siguientes concentraciones finales: 50
nM, 100 nM, 200 nM y 400 nM. EI siguiente paso de estandarizacion se llevo a
cabo utilizando ADN genomico de células HEK y LTh, las concentraciones finales
de cada oligonucledtido utilizadas para estas lineas celulares fueron 200 nM, 270
nM, 400 nM, 800 nM y 900 nM, ademas, se realizé un gradiente de concentracion
de ADN gendmico utilizando 20 ng, 40 ng, 50 ng, 100 ng y 150 ng. Cada alicuota
de ADN se incubo a 95 °C durante 15 min en un termociclador Veriti® de 96 pozos
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(Applied Biosystems [AB] Foster City, CA) antes de adicionarse al Master mix. Por
otra parte, se utilizaron tres diferentes enzimas polimerasa: i) ADN Taq polimerasa
“casera” 5U/uL (hecha en el laboratorio de Neuroinmunobiologia del IBT), ii)
Amplificasa® 5U/uL (Biotecmol) y iii) Platinum® Taq High Fidelity 5U/uL
(Invitrogen™). La polimerasa casera y la Amplificasa® se usaron con los reactivos
descritos en la Tabla 1, mientras que para la Platinum® se emplearon los reactivos
especificos contenidos en el kit, y las mezclas de reaccién con esta enzima se
prepararon en campana de flujo laminar. Los volimenes y concentraciones
Optimos de cada reactivo y para cada Master mix por reaccion de PCR (para
preparar mas de una reaccion, se multiplica el nimero de reacciones a realizarse
por el volumen especificado de cada reactivo), asi como también la enzima con
mejor eficiencia se especifican en la Tabla 2. Cada muestra se prepard por
duplicado y se elaboraron también mezclas de reaccion que no contenian ADN 0
enzima polimerasa u oligonucleétidos, para ser utilizadas como control negativo de
la amplificaciébn, compensando la ausencia de estos reactivos con un volumen
equivalente de agua mQ para respetar siempre el volumen final de 25 pL.

Tabla 2. Mezclas de reaccion maestras para la amplificacién de tel6meros mediante PCR
punto final. Concentraciones y volimenes por reaccién de PCR para un volumen final de 25

ulL

Reactivo Master mix CA | Master mix Master mix OA | Master mix OB
CB
Agua mQ 16,6 uL 15,1 uL 17,5 uL 16,0 uL
Buffer PCR de alta 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL
fidelidad 10X
MgS0450 mM 1,2 uL 1,2 uL 1,2 uL 1,2 ul
dNTP’s 10 mM 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
Oligonucleotido 5 (10 uM) tel 1: 0,68 uL tel 1: 0,68 uL telo F: 1,0 uL teloF: 1,0 puL
(concentracion | (concentracién | (concentracion (concentracion
final: 270 nM) final: 270 nM) final: 400 nM) final: 400 nM)
Oligonucleotido 3" (10 puM) tel 2: 2,25 uL tel 2: 2,25 uL telo R: 1,0 uL telo R: 1,0 uL
(concentracién | (concentracién | (concentracion (concentracion
final: 900 nM) final: 900 nM) final: 400 nM) final: 400 nM)
DTT 100 mM 1,25 uL 1,25 uL
DMSO 1% 0,25 uL 0,25 uL
Platinum® Taq High 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL
Fidelity 5U/uL
DNA gendmico 50 ng 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL

Simbologia: CA: Par de primers reportados por Cawthon utilizados en el Master mix A, CB: Par de primers
reportados por Cawthon utilizados en el Master mix B, OA: Par de primers reportados por O’Callaghan
utilizados en el Master mix A, OB: Par de primers reportados por O’Callaghan utilizados en el Master mix B.




Para determinar las condiciones ideales de termociclado para la ATs, se emple6
en primer lugar un gradiente de temperatura de alineamiento de oligonucledétidos
de 54 °C a 60 °C, aumentando 1 °C cada vez. Adicionalmente se analizaron
diferentes intervalos de desnaturalizacion del ADN a 15 s, 30 s, 45 sy 60 s. Este
procedimiento se repitid para los intervalos de alineamiento de oligonucleotidos a
60 s, 75 s y 90 s. Se verifico también el niumero de ciclos necesarios para la
correcta amplificacion de los telomeros, empleando 18, 25, 30, 35y 40 ciclos en el
programa de PCR. Las condiciones Optimas de termociclado fueron: un ciclo de
activacion de la Platinum® Taq polimerasa a 95 °C por 10 min, seguido por 40
ciclos de 45 s a 95 °C (desnaturalizaciéon de ADN) y 56 °C por 1 min (alineamiento
de oligonucleétidos) y un unico ciclo de extension a 72 °C por 5 min. Todas las
amplificaciones se realizaron en un termociclador Veriti® de 96 pozos (Applied
Biosystems [AB] Foster City, CA).

Electroforesis en gel de acrilamida para los productos de PCR

Para verificar los productos de amplificacion de PCR, se preparé un gel de
acrilamida al 10% mezclando 3.3 mL de acrilamida con 1 mL de buffer TAE 10X,
50 pyL de APS al 20%, 8 uL de TEMED y 5.65 mL de agua destilada. Esta solucién
se mezcl6 por inversion y se dejo polimerizar por 20 min. Se agregaron 4 pL de
buffer de carga (azul de bromofenol) a cada tubo de reaccién que contenia los
productos de amplificacion de PCR y se cargaron 12 uL de esta solucion en cada
pozo del gel (un pozo por reaccion de PCR), al primer pozo de cada gel se
adicionaron 3 pL de un marcador de peso molecular de 100 pb. Una vez cargados
todos los pozos, el gel se corri6 en una camara para electroforesis Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad) a 100 V por 65 min con
buffer TAE 1X. Transcurrido este tiempo, el gel se tifid con una solucién de
bromuro de etidio durante 5 min y se observd en un transiluminador UV
ChemiDoc™ MP System 1708280 (Bio-Rad).



VI.2 Optimizacion del protocolo para la amplificacion de telémeros
(ATs) a partir de ADN gendmico mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Cultivo celular de la linea de referencia HEK293

Se descongeld un vial que contenia células de la linea de referencia HEK293, las
cuales se encontraban en el pase numero ocho de division celular. EI contenido
total de células se cultivd en medio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 2X de glutamina, el cultivo
se realizé en una placa de petri marca Corning® de 100x20 mm y posteriormente
se incub6 a 37 °C durante 24 horas para que las células lograran un 80% de
confluencia. Transcurrido este tiempo, el medio DMEM fue retirado de la placa de
petri y las células adheridas se lavaron con 1 mL de PBS 1X, enseguida se retiré
el PBS, se adicion6é 1 mL de tripsina y la caja se incubé a 37 °C durante 1.5 min
para “despegar” las células, Por ultimo, se agregé 1 mL de DMEM para detener la
accion de la tripsina, y 500 pL (dilucion 1:4) de esta suspension celular fueron
cultivados en 9.5 mL de DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 2X de glutamina. El nuevo cultivo se incub6 a 37 °C durante 96 horas para
que las células lograran un 80% de confluencia. Transcurrido este tiempo, se
verifico que las células se encontraran en la confluencia indicada, realizado lo
anterior, el medio fue retirado de la placa, las células se lavaron con PBS 1X, se
retir6 el PBS y la placa se sell6 con Parafim® para ser almacenada en un
REVCO® a -70 °C hasta su utilizacion

Aislamiento de ADN gendmico de células HEK293

El ADN se obtuvo del cultivo celular HEK293 descrito anteriormente. En primer
lugar, se prepararon 100 mL de una solucién buffer de lisis que contenia
proteinasa K (20 mg/mL). Se afiadieron 250 uL de este buffer a la placa de células
HEK previamente descongeladas y se incubaron en bafio de agua a 60 °C por 60
min. Transcurrido este tiempo, el contenido se dividié en dos tubos Eppendorf® de
1.5 mL etiquetados como tubo 1 y 2. Posteriormente se adicionaron 250 pL del
buffer de lisis a cada tubo y se incubaron por otros 120 min a 60 °C. Como
siguiente paso, se agregaron 250 L de fenolcloroformo a cada tubo y el contenido
se mezcld por agitacion manual hasta la formaciéon de una emulsion. La emulsion
se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min, la fase acuosa se transfirio a un tubo
nuevo y la extraccion con cloroformo se repitié hasta que no habia proteina visible
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en la interfase de la emulsion. Posterior a esto, se llevaron a cabo dos lavados con
250 pl de cloroformo por cada tubo para eliminar las trazas de fenol, realizado lo
anterior, se adicionaron 10 ul de NaCl 5 M y 20 pl de etanol frio, se mezclé por
inversion, y esta solucion etanodlica se colocdé en hielo durante 30 min para
precipitar el ADN. Al término de este tiempo, los tubos se centrifugaron a 12,000
rpm durante 10 min a 0 °C, el sobrenadante se decantd, el pellet se cubrié con
etanol al 70% y se centrifugd a 12,000 rpm, por 2 min a 4 °C. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se desechd nuevamente y el tubo con el pellet se
mantuvo abierto a temperatura ambiente para que las trazas de etanol pudieran
evaporarse. Posteriormente el pellet se disolvio en 130 pl de Tris 10 mM pH 8.5y
se incubd a 37 °C por 60 min. Por altimo, el ADN gendémico contenido en cada
tubo se cuantific6 en Nanodrop® y se almacend a 4 °C hasta su posterior uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

La estandarizacién del protocolo gPCR para la ATs se realizd utilizando ADN
genomico de células HEK293 aislado previamente. Se evaluo la eficiencia de ATs
de los dos pares de oligonucle6tidos descritos anteriormente, Cawthon (C): Tell,
Tel2; O’Callaghan y Fenech (O): TeloF, TeloR; y ademas, el par de
oligonucledtidos para la amplificacién del GCU B-globina, cuyas secuencias de
oligonucledtidos sentido y antisentido (escrita en direccion 5—3’) son las
siguientes:  GlobF, GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC; vy GlobR,
AACGGCAGACTTCTCCTCAG  respectivamente. Estos primers  fueron
sintetizados y purificados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del
IBT. La estandarizacion se inici6 utilizando como base las concentraciones y
condiciones de amplificacién reportadas por Cawthon, Tell: 270 nM, Tel2: 900 nM,
GlobF: 400 nM, GlobR: 400 nM (Cawthon, 2002); y O’Callaghan y Fenech, TeloF:
100 nM, TeloR: 100 nM (O’Callaghan y Fenech, 2011), asi como también las
descritas en un protocolo proporcionado por la Dra. Elena Garcia Arias-Salgado
del Instituto de Investigaciones Biomeédicas CSIC-UAM de la Universidad
Auténoma de Madrid (EXP_ 006_004, TeloF: 100 nM, TeloR: 100 nM, GlobF: 300
nM, GlobR: 300 nM. Posteriormente se utilizaron para los tres pares de
oligonucledtidos, y de manera uniforme, las siguientes concentraciones finales: 5
nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM y 400 nM. Las concentraciones 6ptimas de
cada par de oligonucleétidos para cada Master mix por reaccion de gPCR (para
preparar mas de una reaccion, se multiplica el nimero de reacciones a realizarse
por el volumen especificado de cada reactivo) se especifican en la Tabla 3.



Cada muestra se prepard por duplicado y se elaboraron también mezclas de
reaccion que no contenian ADN (NTC: Non template control, por sus siglas en
inglés) para ser utilizadas como control negativo de la amplificacion, compensando
la ausencia de ADN con un volumen equivalente de agua estéril libre de nucleasas
(Thermo Scientific®) para mantener siempre el volumen final de 10 pulL.

Tabla 3. Mezclas de reaccién maestras para la amplificacién de tel6meros y GCU mediante
gPCR. Concentraciones y volimenes por reaccién de qPCR para un volumen final de 10 puL

Reactivo Master mix C Master mix O Master mix Bg | Master mix NTC
Agua estéril libre de 2,0 uL 2,0 uL 2,0 uL 3,0l
nucleasas (Thermo

Scientific®)
Power SYBR®Green SpuL 5uL 5uL SpuL

PCR Master Mix (2X)
(Applied Biosystems®,
#Cat: 4367659)

Oligonucleotido 5 tel 1: 1,0 uL telo F: 1,0 uL GlobF: 1,0 uL 1,0 uL
(concentracion (concentracion (concentracion (concentracion
final: 100 nM) final: 10 nM) final: 30 nM) final segun sea el

caso)

Oligonucleotido 3 tel 2: 1,0 uL telo R: 1,0 uL GlobR: 1,0 uL 1,0 uL
(concentracion (concentracion (concentracion (concentracion
final: 100 nM) final: 10 nM) final: 30 nM) final segun sea el

caso)
DNA genémico 50 ng 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL O uL

Nota: Se prepararon soluciones stock de cada oligonucle6tido a diferentes concentraciones
Simbologia: C: Par de primers reportados por Cawthon, O: Par de primers reportados por O’Callaghan, BG: Par
de primers para B-globina, NTC: Non template control.

Para determinar las condiciones ideales de termociclado para la ATs, se emple6
un gradiente de temperatura de alineamiento de oligonucle6tidos de 56 °C a 62
°C, aumentando 2 °C cada vez. Las condiciones Optimas de termociclado fueron:
un ciclo de activacién de la polimerasa a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos
de 15 s a 95 °C (desnaturalizacion de ADN) y 58 °C por 1 min (alineamiento de
oligonucleotidos). Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador
StepOne™ Real-Time PCR System de 48 pozos (Applied Biosystems™ Foster
#Cat: 4376357).
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Curva estandar para la amplificacion de telomeros

En primer lugar, se prepararon cinco diluciones seriadas (factor de dilucion 1:10) a
partir de una concentracion conocida del oligonucleétido estandar (TEL STD) de
84 bases de longitud que contenia 14 repeticiones del hexdmero TTAGGG. Las
concentraciones utilizadas fueron: D1: 0.72 pg/uL D2: 7.2 x 102 pg/uL D3: 7.2 X
103 pg/uL D4: 7.2 x 10* pg/uL y D5: 7.2 x 10 pg/uL. La curva estandar para la
ATs se realiz6 utilizando el par de oligonucleétidos TeloF y TeloR. Los volumenes
y concentraciones finales de los reactivos en el Master Mix Tel para una reaccion
fueron: 5 puL de Power SYBR®Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems®,
#Cat: 4367659, concentracion final 1X), TeloF: 1 pL (concentracion final 10 nM),
TeloR: 1 pL (concentracion final 10 nM), agua estéril libre de nucleasas (Thermo
Scientific®): 2 uL. En total se prepar6 un volumen final de 171 pL del Master Mix
Tel, suficiente para 18 reacciones. Cada muestra se corrid por triplicado (1
triplicado por cada diluciéon de TEL STD, incluyendo el NTC), para este fin se
adicionaron 9 puL del Master mix a cada pocillo de la placay 1 pL del TEL STD. El
perfil térmico de amplificacion fue: un ciclo de activacidon de la polimerasa a 95 °C
por 10 min, seguido por 40 ciclos de 15 s a 95 °C (desnaturalizacion de ADN) y 58
°C por 1 min (alineamiento de oligonucleétidos). El perfil térmico de la curva de
disociacion fue: 15sa 95 °C, 15sa 60 °Cy 15 s a 95 °C.

La curva estandar permite calcular la longitud absoluta de los productos de
amplificacion en pares de bases de acuerdo al siguiente razonamiento: el
oligonucledtido estandar TEL STD de 84 pb tiene un peso molecular (PM) de
28077.80 g/mol. Dado que el peso de una molécula es igual a PM/NUmero de
Avogrado, entonces el peso del oligonucleétido estandar es 28077.80 g=mol
1/6.023 x102® mol™ que resulta en 4.66x102° g. La mayor concentracion del
oligonucledtido estandar (TEL STD D1) utilizada en la curva fue de 0.72 pg
(7.2x1013 g) por reaccion, de esta forma hay 7.2x1012 g/4.66x102° g = 1.544x107
moléculas de oligonuclettido en el TEL STD D1. Por lo tanto la cantidad de
secuencia telomérica contenida en TEL STD D1 se calcula de acuerdo a la
longitud del oligonucleétido (84 pb), esto es 1.544x107 x 84 = 1.29x10° pb. Estos
calculos se realizan para cada concentracion incluida en la curva estandar.

Todos los Master mix se realizaron en campana de flujo laminar para evitar
contaminaciones, y todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador
StepOne™ Real-Time PCR System de 48 pozos (Applied Biosystems™ Foster
#Cat: 4376357).
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Curva estandar para la amplificacion del gen de copia Unica

De la misma manera que para la ATs, se prepararon cinco diluciones seriadas
(factor de dilucién 1:10) a partir de una concentracion conocida del oligonucleétido
estandar (BGLOB STD) de 84 bases de longitud que contenia la secuencia de
bases del GCU B-globina. Las concentraciones utilizadas fueron: D1: 7.1 x 1073
pg/uL D2: 7.1 x 10 pg/uL D3: 7.1 x 10° pg/uL D4: 7.1 x 10° pg/uL y D5: 7.1 x
107 pg/uL. La curva estandar para la amplificaciéon del GCU se realiz6 utilizando
el par de oligonucledtidos GlobF y GlobR. Los volumenes y concentraciones
finales de los reactivos en el Master Mix GCU para una reaccion fueron: 5 uL de
Power SYBR®Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems®, #Cat: 4367659,
concentracion final 1X), GlobF: 1 uL (concentracion final 30 nM), GlobR: 1 L
(concentracion final 30 nM), agua estéril libre de nucleasas (Thermo Scientific®): 2
uL. En total se preparé un volumen final de 171 uL del Master Mix GCU, suficiente
para 18 reacciones. Cada muestra se corrié por triplicado (1 triplicado por cada
dilucién del BGLOB STD, incluyendo el NTC), para este fin se adicionaron 9 ulL del
Master mix a cada pocilloy 1 uL del BGLOB STD. El perfil térmico de amplificacion
fue: un ciclo de activacién de la polimerasa a 95 °C por 10 min, seguido por 40
ciclos de 15 s a 95 °C (desnaturalizacion de ADN) y 58 °C por 1 min (alineamiento
de oligonucledtidos). El perfil térmico de la curva de disociacion fue: 15 s a 95 °C,
15sa60°Cy15sa9s-°C.

El GCU se utiliza como control de amplificacion y es crucial para la precision de
los resultados generados en el ensayo de qPCR. La curva estandar del GCU
permite hacer una correccion en el calculo de la longitud absoluta de los telémeros
en base al numero de copias contenidas dentro del genoma para cada muestra. El
namero de copias se determina de acuerdo al siguiente razonamiento: el
oligonucledtido estdndar BGLOB STD de 84 pb tiene un peso molecular (PM) de
27189.80 g/mol. Dado que el peso de una molécula es igual a PM/Numero de
Avogrado, entonces el peso del oligonucleétido estandar es 27189.80 g=mol-
1/6.023 x10%% mol™ que resulta en 4.51x102° g. La mayor concentracion del
oligonucleétido estandar (BGLOB STD D1) utilizada en la curva fue de 7.1 x 103
pg (7.1x101% g) por reacciéon, de esta forma hay 7.1x101 g/4.51x10%° g =
1.572x10° copias del amplicén B-globina en BGLOB STD D1. Por lo tanto BGOB
STD Dles equivalente a 7.86x10* copias por genoma diploide, ya que hay dos
copias del gen B-globina por genoma diploide. Por ultimo dividimos este valor por
92, el nimero total de telomeros encontrados en los 23 pares de cromosomas
contenidos en células humanas, para determinar la longitud por cada telémero.
Estos calculos se realizan para cada concentracion incluida en la curva estandar.
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Electroforesis en gel de acrilamida para los productos de amplificacion de
las curvas estandar

Para verificar los productos de amplificacion de ambas curvas estandar, se
prepar6 un gel de acrilamida al 10% mezclando 3.3 mL de acrilamida con 1 mL de
buffer TAE 10X, 50 pL de APS al 20%, 8 pL de TEMED y 5.65 mL de agua
destilada. Esta solucion se mezcld por inversion y se dejo polimerizar por 20 min.
Se agregaron 2 pL de buffer de carga (azul de bromofenol) a cada tubo de
reaccion que contenia los productos de amplificacion de qPCR y se cargaron 7 uL
de esta solucién en cada pozo del gel (un pozo por reaccion de PCR), al primer
pozo de cada gel se adicionaron 3 pL de un marcador de peso molecular de 100
pb. Una vez cargados todos los pozos, el gel se corri6 en una camara para
electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad) a 100
V por 65 min con buffer TAE 1X. Transcurrido este tiempo, el gel se tifié con una
solucién de bromuro de etidio durante 5 min y se observé en un transiluminador
UV ChemiDoc™ MP System 1708280 (Bio-Rad).

VI.3 Validacién del protocolo gPCR para la medicién de longitud
de teldbmeros en un modelo de senescencia celular inducida in
vitro

Estandarizacién del protocolo de senescencia celular inducida in vitro

La estandarizacion del modelo de senescencia celular inducida in vitro por
tratamiento con peroxido de hidrogeno H202, se inicid partiendo del protocolo
descrito por Zhang et al., 2008. Para este fin, en primer lugar se realiz6 una
cinética de crecimiento de la linea celular HEK293 para determinar el nimero de
células que se necesitaban cultivar para lograr un 50 % de confluencia en 24
horas. Realizado lo anterior, como siguiente paso se determiné la concentracion
de H202 ideal para inducir senescencia sin matar al 50 % de las células en cultivo.
Para lograr este objetivo, 250, 000 células HEK293 se cultivaron en placas de petri
marca Corning® de 35x10 mm (15 placas en total; 250, 000 células por placa) que
contenian cada una 2 mL de medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) y 2X de glutamina, y se incubaron a 37 °C durante 24 horas para
que las células lograran un 50% de confluencia. Transcurrido este lapso, las
células se trataron con las siguientes concentraciones de H202: 100 uM, 200 puM
400 uM 600 uM y 800 puM (se trataron tres placas con cada concentracion de
H202) como se describe a continuacion: primero se retiré el medio de cultivo, las
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células adheridas se lavaron con 1 mL de PBS 1X, acto seguido se retir6 el PBS y
se agregaron 2 mL de medio DMEM sin suplementar con el volumen de H20:2
necesario para lograr las concentraciones indicadas previamente. Las placas se
incubaron a 37 °C durante 2 h y al final de este periodo el medio fue retirado, las
células se lavaron con 1 mL de PBS 1X y se adicionaron 2 mL del DMEM
suplementado, incubandose nuevamente a 37 °C durante 24 horas. Este
tratamiento se efectudé por cuatro dias continuos. El mismo procedimiento se
realiz6 posteriormente en placas de petri marca Corning® de 60x15 mm,
cultivando en este caso 650, 000 células por placa (15 placas en total) que
contenian cada una 3.7 mL de medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y 2X de glutamina. La concentracion de H202 6ptima fue de 200
HM.

Determinacion de la proliferacion celular mediante conteos post-tratamiento

Se realizaron conteos de células tratadas durante cuatro dias continuos con 200
UM de H202, asi como también de células control no tratadas, todas cultivadas en
placas de petri de marca Corning® de 60x15 mm para determinar la proliferacién
celular, ambos grupos de células se encontraban en el pase nimero 34 de divisién
celular. Los conteos se realizaron por triplicado y al término del tratamiento. Para
este fin, células tratadas y no tratadas se procesaron de la siguiente manera: en
primer lugar, se retird el medio de cada placa, las células adheridas se lavaron con
1 mL de PBS 1X, enseguida el PBS fue retirado, se le adicion6 a cada placa 1 mL
de tripsina, las placas se incubaron a 37 °C durante 1.5 min y al finalizar este
tiempo, se agregé 1 mL de medio DMEM suplementado para detener la accién de
la tripsina. Posteriormente, la suspension celular fue transferida a un tubo
Corning® de 1.5 mL y se centrifug6 a 1200 rpm a 25 °C durante 5 min, acto
seguido, el medio fue desechado, el pellet de células se resuspendié en 3 mL de
DMEM suplementado y 20 pL de la suspension se mezclaron con 20 pL de azul
tripano. Por dltimo, 10 pL de la mezcla anterior se colocaron en cada extremo de
una camara de Neubauer y se contaron las células no tefiidas de azul en ocho
cuadrantes de la cAmara con ayuda de un microscopio de campo claro. El nimero
total de células por mililitro de suspension se calculé de acuerdo a la formula:
(promedio de células contadas en los ocho cuadrantes) X 2 X 10,000.
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Deteccidn de células senescentes mediante la tincion de B-galactosidasa
asociada a la senescencia

La tincion de B-galatosidasa asociada a la senescencia se realizd por triplicado,
tanto en células tratadas con H202, como en aquellas no tratadas. Primero se
prepararon 10 mL de solucion de tincidon de de B-galatosidasa mezclando 400 uL
de 5-bromo-4-cloro-3-indolil B D-galactopiranosido al 10 % (X-gal, Sigma-Aldrich,
concentracion final 0.1 %), 200 pL de ferro-ferricianuro 0.25 M (concentracion final
5 mM), 1.5 mL de cloruro de sodio 1 M (NaCl, concentracién final 150 mM), 20 uL
de de cloruro de magnesio 1 M (MgClz, concentracion final 2 mM), 1 mL de
solucion de fosfato de sodio/acido citrico 400 mM (concentracion final 40 mM) y
6.88 mL de agua mQ. Por otro lado, las células se procesaron como se describe a
continuacion: se retirdé el medio de cultivo de cada placa y las células adheridas
fueron lavadas con 2 mL de PBS 1X, el PBS fue retirado y las células se fijaron
durante 15 min con 2 mL de paraformaldehido al 4 %. Al finalizar este lapso, el
paraformaldehido fue aspirado y se efectuaron dos lavados durante 5 min cada
vez, con 2 mL de PBS 1X, agitando suavemente con la mano en cada lavado. Por
ultimo se aspiro el PBS, se adicionaron 2 mL de la solucion de B-galatosidasa a
cada placa, y todas las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. Al finalizar este
periodo de tiempo, la solucion de tincién fue retirada, sustituida por agua destilada
y las placas se observaron en el microscopio de campo claro.

Medicion de la longitud de telémeros absoluta de células HEK293 utilizadas
en el modelo de senescencia inducida in vitro

Se obtuvo ADN gendmico de células HEK293 tratadas con H202 y de células
control no tratadas. En primer lugar, se prepararon 100 mL de una solucién buffer
de lisis que contenia proteinasa K (100 pg/mL). Se afiadieron 500 pyL de este
buffer a cada placa de células HEK previamente descongeladas y se incubaron 37
°C por 90 min. Transcurrido este tiempo, el contenido se transfiri6 a tubos
Eppendorf® de 1.5 mL etiquetados adecuadamente y se centrifugaron a 14, 000
rom a 25 °C durante 5 min. Posteriormente el sobrenadante se transfirio a tubos
nuevos, se adicioné un volumen igual de isopropanol mas 20 pL de NaCl 5 M
(concentracion final 100 mM) y los tubos se incubaron toda la noche a -20 °C.
Realizado lo anterior los tubos se descongelaron a temperatura ambiente, se
centrifugaron a 14, 000 rpm a 25 °C durante 20 min, el isopropanol fue desechado,
el pellet se resuspendié en 250 pyL de etanol al 70 % para ser purificado y los
tubos se centrifugaron a 14, 000 rpm a 25 °C durante 5 min. Como siguiente paso,
el etanol fue desechado y los tubos se dejaron abiertos a temperatura ambiente
para que las trazas de etanol pudieran evaporarse. Por ultimo el pellet se disolvi
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en 50 pL de agua mQ esteril, se cuantifico en Nanodrop® y se almacend a 4 °C
hasta su utilizacion.

Determinacion de la longitud de telomeros absoluta de células utilizadas en
el modelo de senescenciainducida in vitro

Como primer paso, soluciones stock de cada oligonucledtido sintetizado fueron
preparadas: TeloF: 100 nM, TeloR 100 nM, GlobF 300 nM, GlobR, 300 nM, se
dividieron en alicuotas y se mantuvieron a -20°C hasta su utilizacién. El analisis se
realizé utilizando el ADN aislado siguiendo el método descrito anteriormente. El
protocolo gPCR empleado se describe a continuacion: se prepararon dos Master
mix, uno con el par de oligonucleotidos para la ATs (Master mix TEL) y otro con el
par de oligonucleétidos necesarios para la amplificacion del gen de [B-globina
(Master mix BGLOB). La composicion de ambos Master mix fue idéntica, a
excepcion de los oligonucledtidos usados. Las concentraciones finales de cada
reactivo por reaccion fueron: 5 pL de Power SYBR®Green PCR Master Mix (2X)
(Applied Biosystems®, #Cat: 4367659, concentracion final 1X), oligonucleétido F:
1 L, oligonucleétido R: 1 L, agua estéril libre de nucleasas (Thermo Scientific®):
2 pL. Las concentraciones finales de cada oligonuclétido fueron: TeloF: 10 nM,
TeloR 10 nM, GlobF 30 nM, GlobR, 30 nM. Adicionalmente se prepararon las
cinco diluciones seriadas (factor de dilucion 1:10) utilizadas para cada curva
estandar de los oligonucleétidos TEL STD (D1: 0.72 pg/uL D2: 7.2 x 102 pg/uL
D3: 7.2 x 103 pg/uL D4: 7.2 x 10* pg/uL y D5: 7.2 x 10° pg/uL) y BGLOB STD
(D1: 7.1 x 103 pg/pL D2: 7.1 x 10* pg/uL D3: 7.1 x 105 pg/uL D4: 7.1 x 10 pg/uL
y D5: 7.1 x 107" pg/uL).

En total se preparé 459 uL de cada Master Mix por placa, suficiente para 51
reacciones (se utilizaron placas de 48 pozos). Cada muestra se corrié en dos
placas diferentes, una placa para la amplificacién de secuencia telomérica y otra
para la amplificacion del gen de B-globina. A cada pozo se le adicionaron 9 uL del
Master mix TEL o Master mix BGLOB segun fuera el caso. Ademas cada placa
contenia las diluciones correspondientes de su curva estandar, TEL STD para la
placa que contenia el Master mix TEL y BGLOB STD para la que contenia el
Master mix BGLOB. Se adicion6 1 pyL de ADN genomico (5 ng) de muestra
problema por pozo, 1 yuL de cada dilucion de oligonucledtidos para las curvas
estandar o 1 pL para los pozos destinados al NTC. Cada muestra problema y
dilucion para las curvas estandar se corri por triplicado en cada placa, incluyendo
el NTC. El perfil térmico de gPCR utilizado para todas las amplificaciones fue: un
ciclo de activacion de la polimerasa a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de
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15 s a 95 °C (desnaturalizacion de ADN) y 58 °C por 1 min (alineamiento de
oligonucledtidos). El perfil térmico de la curva de disociacion fue: 15 s a 95 °C, 15
sa60°Cy1l5sa95°C.

Los Master mix, asi como las diluciones de los oligonucleétidos estandar se
realizaron en campana de flujo laminar para evitar contaminaciones, y todas las
amplificaciones se realizaron en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System de 48 pozos (Applied Biosystems™ Foster #Cat: 4376357).

Procesamiento de datos

Para cada muestra se conoce el valor promedio de Ct, de esta forma la cantidad
total de secuencia telomérica y del GCU puede ser calculadas por el software del
termociclador a partir sus respectivas curvas estandar. Estos valores se
exportaron a un formato de Excel y fueron usados para calcular la longitud total de
telomero en Kb por reaccién. La longitud total en Kb por reacciéon fue entonces
dividida por el numero de copias por genoma diploide, calculado a partir de los
datos obtenidos de la amplificacion del GCU, de esta forma obtenemos la longitud
absoluta en Kb por genoma diploide. Por ultimo, el valor obtenido se dividié por 92
para calcular la longitud absoluta en Kb por telomero (ver seccién de curvas
estandar y calculos asociados para mas detalles).

Analisis estadistico

Los valores de longitud absoluta de teldmeros obtenidos fueron reportados como
medias * error estandar. Se realizaron andlisis de doble varianza (ANOVA) y
pruebas t de Student para determinar si existian diferencias significativas entre los
grupos de estudio. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas
pruebas con un valor de p<0.05.
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VI.4 Determinacién y comparacion de la longitud de los telémeros
de ADN gendmico en las células salivales de nifios mexicanos
obesos y con peso normal

Seleccion de la muestra poblacional

La seleccion de la muestra poblacional infantil se realiz6 en colaboracién con la
Dra. Monica Viviana Martinez Martinez, Profesor Titular de la Especialidad de
Medicina Familiar, adscrita al Hospital General Regional con Medicina Familiar
No.1 (HGR1) “Lic. Ignacio Garcia Téllez” del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) de Cuernavaca, Morelos, con el Dr. Cidronio Albavera Hernandez, Médico
Familiar, adscrito al HGR1, y con la Dra. Laura Karina Arenas Sandoval,
Residente de Primer Afio de Medicina Familiar, Adscrito al HGR1.

Se seleccionaron un total de 143 pacientes que incluian ambos sexos entre los 8 y
10 afios de edad, los cuales acudieron a la consulta externa de Medicina Familiar
del HGR1 acompafiados de uno o ambos padres. Fueron excluidos aquellos
participantes con padecimientos como trastornos mentales, cancer,
colagenopatias, diabetes, asi como obesidad secundaria debida a sindromes
endocrinos especificos, también fueron motivo de exclusion aquellos que se
encontraban bajo tratamiento farmacoldgico, no cumplian con la edad solicitada,
no eran derechohabientes del IMSS, nifios que no dieron asentimiento o cuyos
padres se negaron a firmar el consentimiento informado. Previa firma de
consentimiento informado (anexos 1y 2), se aplicé un instrumento de recoleccién
de datos (anexo 3) a los padres de cada participante para conocer datos
socioecondémicos, condiciones de nacimiento, actividad fisica, gasto de tiempo en
entretenimiento y habitos alimentarios de los pacientes, asi como también otros
aspectos de la vida familiar como el estado civil, grado de escolaridad y ocupaciéon
de los padres, adicionalmente se aplico el instrumento FACES Il para evaluar la
funcionalidad familiar. Posterior a esto, a cada paciente se le practic6 un examen
fisico que consisti6 en la toma de medidas antropométricas siguiendo
procedimientos estandar tales como peso, talla y determinacion del porcentaje de
grasa corporal mediante impedancia bioeléctrica, esta ultima medicion se realiz6
con una balanza de control corporal Omron® HBF-514C. Por ultimo, se tomo una
muestra de saliva mediante el kit de recoleccion OrageneDNA® (OG-500). Las
muestras salivales se conservaron a 4 °C hasta su posterior uso.



Clasificacion de pacientes de acuerdo al peso y al porcentaje de grasa
corporal

El indice de masa corporal (IMC) fue calculado dividiendo el peso por el cuadrado
de la talla. La clasificacion en base al peso de los participantes se determino
segun las tablas de crecimiento por percentiles de acuerdo al género y edad del
Center Of Disease Control (CDC, por sus siglas en inglés, anexo 4). Los pacientes
con un percentil menor a 85 fueron diagnosticados con peso normal, mientras que
aquellos con un percentil entre 85 y 95 con sobrepeso, la obesidad se definié con
un percentil mayor a 95.

La clasificacién de acuerdo al porcentaje de grasa corporal se realiz6 en base a
las curvas de referencia de grasa corporal del British Medical Journal (anexo 5).
Estas curvas clasifican el porcentaje de grasa corporal de acuerdo al género y
edad. Para pacientes del sexo femenino, se consider6 como porcentaje de grasa
corporal alto valores mayores a 26% para nifias de 8 afios, 27% para nifias de 9
afios y 28% para aquellas pacientes de 10 afios de edad, mientras que para el
sexo masculino se consideraron altos los porcentajes mayores a 21%, 22% y 23%
respectivamente.

Aislamiento de ADN gendmico a partir de células salivales

Cada tubo que contenia la muestra de saliva se mezcld invirtiendo y agitando
suavemente durante unos segundos. Las muestras se incubaron a 50 °C en una
incubadora de agua durante 60 min. Transcurrido este tiempo, se transfirieron 500
pL de la muestra a tubos Eppendorf® de 1,5 mL y se afadieron 20 pL (1/25 del
volumen) de PT-L2P® (reactivo especifico para el aislamiento de ADN a partir del
kit de recoleccion Oragene*DNA® OG-500) a cada tubo, se mezclé durante unos
segundos usando Vortex® y se incubaron en hielo por 10 min. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a temperatura ambiente durante 5 min a 15.000 x g. A
continuacion, se transfiri6 cuidadosamente el sobrenadante a un tubo Eppendorf®
limpio y el pellet fue desechado. Como siguiente paso, se afiadieron 600 pL de
etanol al 100%, se mezclo suavemente por inversion 10 veces y las muestras se
mantuvieron a temperatura ambiente por 10 min para permitir la precipitacion
completa del ADN. Los tubos se colocaron en la microcentrifuga en una
orientacion predeterminada y se centrifugaron a temperatura ambiente durante 2
min a 15.000 x g. Se retird6 cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo, se
desechd, se conservo el pellet, y se le adicionaron 250 uL de etanol al 70%. Los
tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 min, se centrifugaron a
15000 rpm por 5 min y el etanol se desecho por decantacion. Este paso de lavado
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se repitid 3 veces. Por ultimo, el pellet fue resuspendido en 50 pL de buffer TE 1X,
se mezclé mediante Vortex® por 5 segundos y se incubd a 50° C durante 60 min
para asegurarse que el ADN estuviese completamente hidratado, seguido de otro
paso de Vortex®. EI ADN se cuantific6 en Nanodrop®, se prepararon alicuotas de
cada muestra a una concentracion de 5 ng y se almacenaron a 4 °C hasta su
utilizacion.

Determinacion de la longitud de telomeros absoluta de pacientes a partir de
células salivales

Como primer paso, soluciones stock de cada oligonucleétido sintetizado fueron
preparadas: TeloF: 100 nM, TeloR 100 nM, GlobF 300 nM, GlobR, 300 nM, se
dividieron en alicuotas y se mantuvieron a -20°C hasta su utilizacién. El analisis se
realizé utilizando el ADN aislado a partir de células salivales siguiendo el método
descrito anteriormente. El protocolo gPCR empleado se describe a continuacion:
se prepararon dos Master mix, uno con el par de oligonucleétidos para la ATs
(Master mix TEL) y otro con el par de oligonucleétidos necesarios para la
amplificacion del gen de B-globina (Master mix BGLOB). La composicion de
ambos Master mix fue idéntica, a excepcion de los oligonucleétidos usados. Las
concentraciones finales de cada reactivo por reaccion fueron: 5 pL de Power
SYBR®Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems®, #Cat: 4367659,
concentracion final 1X), oligonucleétido F: 1 uL, oligonucleétido R: 1 pL, agua
estéril libre de nucleasas (Thermo Scientific®): 2 uL. Las concentraciones finales
de cada oligonuclétido fueron: TeloF: 10 nM, TeloR 10 nM, GlobF 30 nM, GlobR,
30 nM. Adicionalmente se prepararon las cinco diluciones seriadas (factor de
dilucién 1:10) utilizadas para cada curva estandar de los oligonucleétidos TEL STD
(D1: 0.72 pg/uL D2: 7.2 x 102 pg/uL D3: 7.2 x 10 pg/uL D4: 7.2 x 10* pg/uL y
D5: 7.2 x 10 pg/uL) y BGLOB STD (D1: 7.1 x 103 pg/uL D2: 7.1 x 10* pg/uL D3:
7.1 x 10 pg/uL D4: 7.1 x 10 pg/uL y D5: 7.1 x 10°" pg/uL).

En total se prepararon 459 uL de cada Master Mix por placa, suficiente para 51
reacciones (se utilizaron placas de 48 pozos). Cada muestra se corri6 en dos
placas diferentes, una placa para la amplificacién de secuencia telomérica y otra
para la amplificacion del gen de B-globina. A cada pozo se le adicionaron 9 uL del
Master mix TEL o Master mix BGLOB segun fuera el caso. Ademas cada placa
contenia las diluciones correspondientes de su curva estandar, TEL STD para la
placa que contenia el Master mix TEL y BGLOB STD para la que contenia el
Master mix BGLOB. Se adicion6 1 pyL de ADN genomico (5 ng) de muestra
problema por pozo, 1 yuL de cada dilucion de oligonucledtidos para las curvas
estdndar o 1 pL para los pozos destinados al NTC. Cada muestra problema y
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dilucién para las curvas estandar se corrio por triplicado en cada placa, incluyendo
el NTC. El perfil térmico de gPCR utilizado para todas las amplificaciones fue: un
ciclo de activacion de la polimerasa a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de
15 s a 95 °C (desnaturalizacion de ADN) y 58 °C por 1 min (alineamiento de
oligonucledtidos). El perfil térmico de la curva de disociacion fue: 15 s a 95 °C, 15
sa60°Cy1l5sa95-°C.

Los Master mix, asi como las diluciones de los oligonucledtidos estandar se
realizaron en campana de flujo laminar para evitar contaminaciones, y todas las
amplificaciones se realizaron en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System de 48 pozos (Applied Biosystems™ Foster #Cat: 4376357).

Procesamiento de datos

Para cada muestra se conoce el valor promedio de Ct, de esta forma la cantidad
total de secuencia telomérica y del GCU puede ser calculadas por el software del
termociclador a partir sus respectivas curvas estandar. Estos valores se
exportaron a un formato de Excel y fueron usados para calcular la longitud total de
telomero en Kb por reaccion. La longitud total en Kb por reaccion fue entonces
dividida por el numero de copias por genoma diploide, calculado a partir de los
datos obtenidos de la amplificacion del GCU, de esta forma obtenemos la longitud
absoluta en Kb por genoma diploide. Por ultimo, el valor obtenido se dividié por 92
para calcular la longitud absoluta en Kb por telémero (ver seccidon de curvas
estandar y calculos asociados para mas detalles).

Analisis estadistico

Los valores de longitud absoluta de telomeros obtenidos fueron reportados como
medias * error estandar. Se realizaron andlisis de doble varianza (ANOVA) y
pruebas t de Student para determinar si existian diferencias significativas entre los
grupos de estudio. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas
pruebas con un valor de p<0.05.



VII. RESULTADOS

VII.1 Estandarizacion del protocolo para la amplificacion de
telomeros (ATs) a partir de ADN gendmico mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) punto final

En el primer paso de estandarizacion, se intenté amplificar la secuencia telomérica
de ADN gendmico extraido de cerebro de raton, empleando en cada Master mix
las concentraciones de oligonucledtidos reportadas por cada autor (Cawthon,
2002; O’Callaghan y Fenech, 2011), tal y como se describe en materiales y
meétodos. La Figura 6 corresponde a un gel de agarosa al 1% realizado con los
productos de amplificacion de este primer paso. No se detectaron productos con el
patron usual de bandas en las muestras analizadas, sin embargo se observé un
barrido que no superé los 200 pb. Cawthon reporta barridos de mayor longitud y
bandas perfectamente visibles de productos que varian desde los 100 pb a los 492
pb de longitud (Cawthon, 2002). La mayor concentracion de productos se observo
en la parte inferior de cada carril, por debajo de los 100 pb de longitud, lo cual
indica la formacion de un gran niumero de dimeros de oligonucleétidos, atribuible a
un desbalance entre las concentraciones de ADN vy oligonucleétidos. Se sabe que
si la concentracion de ADN es significativamente menor a la de los primers, se
favorece la formacion de dimeros debido a la poca disponibilidad de templado
para su alineamiento (Cawthon, 2002). Cuando esto sucede, se reduce en gran
porcentaje la posibilidad amplificar la secuencia deseada. Después de evaluar
diferentes concentraciones de oligonucleétidos llegamos a los resultados
mostrados en la Figura 7. El gel fue de acrilamida 10% para obtener una mejor
separacion de los productos obtenidos. En efecto, se observaron bandas bien
definidas de distintos tamafios, sin embargo tampoco superaron los 200 pb.
Todavia se observaron dimeros de primers, sin embargo en una concentracion
menor. En este punto decidimos emplear otra fuente de ADN gendmico, por
recomendacion de la Dra. Elena Garcia Arias-Salgado del Instituto de
Investigaciones Biomédicas CSIC-UAM de la Universidad Autonoma de Madrid, ya
gue en su experiencia es mas complicado amplificar telomeros de raton, debido a
gue su longitud es aproximadamente diez veces mayor que los telébmeros
humanos.
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Figura 6. Optimizacién de las condiciones de amplificacién de la region telomérica a partir de ADN genémico de
cerebro de ratén. Gel de agarosa al 1% mostrando los productos de amplificacion del protocolo PCR. Se utilizaron dos
pares de oligonucleétidos Detalles en materiales y métodos. MW: marcador de peso molecular de 100 pb. CA: Par de
primers Cawthon utilizados en el Master mix A, CB: Par de primers Cawthon utilizados en el Master mix B, OA: Par de
primers O’Callaghan utilizados en el Master mix A, OB: Par de primers O’Callaghan utilizados en el Master mix B.

Figura 7. Amplificacién de la regién telomérica a parir de ADN gendmico de cerebro de raton. Gel de poliacrilamida al
10% mostrando los productos de amplificacion del protocolo PCR. Se utilizaron dos pares de oligonucleétidos. MW:
marcador de peso molecular de 100 pb. CA: Par de primers Cawthon utilizados en el Master mix A, CB: Par de primers
Cawthon utilizados en el Master mix B, OA: Par de primers O’Callaghan utilizados en el Master mix A, OB: Par de primers
O’Callaghan utilizados en el Master mix B. Se muestran resultados por duplicado.
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Con base en lo anterior, se decidié usar ADN genomico extraido de células HEK y
evaluar nuevamente diferentes concentraciones de  oligonucledtidos.
Adicionalmente, se modificaron las condiciones de termociclado tal y como se
detalla en materiales y métodos. Sin embargo, aunque se logr6 mejorar la
resolucion de las bandas en el gel, los productos de amplificacidon permanecieron
sin superar los 200 pb, y seguimos obteniendo una sefial muy fuerte de dimeros
de primers como se puede observar en la Figura 8. El analisis de estos resultados
nos llevd a pensar que probablemente la pureza del ADN aislado no era la
adecuada y que las impurezas presentes podrian estar afectando la amplificacion.
Debido a esto, se decidio utilizar una tercer fuente de ADN gendmico, linfocitos T
humanos (LTh) aislados anteriormente en el laboratorio. Los resultados obtenidos
con esta linea celular (no mostrados) fueron iguales a los obtenidos con las
células HEK.
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Figura 8. Estandarizacion empleando ADN gendmico de células HEK. Gel de poliacrilamida al 10% mostrando los
productos de amplificacion del protocolo PCR. Se utilizaron dos pares de oligonucleétidos. MW: marcador de peso
molecular de 100 pb. CA: Par de primers Cawthon en el Master mix A, CB: Par de primers Cawthon en el Master mix B, OA:
Par de primers O’Callaghan en el Master mix A, OB: Par de primers O’Callaghan utilizados en el Master mix B. 1, 2 y 3
indican diferentes condiciones de termociclado.



Un nuevo andlisis de los resultados mostrados en la Figura 8 nos llevé a evaluar
la eficiencia de la Taq polimerasa casera, utilizada hasta ese momento para la
estandarizacion del protocolo. En efecto, al emplear la enzima Platinum® Taq High
Fidelity en las mezclas de reaccion mostradas en la Tabla 2 y ADN genémico de
LTh, logramos obtener productos de amplificacion mayores a los 200 pb. De
hecho, el rango de tamafos detectados y perfectamente visibles en el gel de
poliacrilamida mostrado en la Figura 9, va desde 100 pb a 500 pb, muy similar al
patron de bandeo reportado por Cawthon. Sin embargo, de manera sorpendente
se observaron también productos de aproximadamente 1500 pb, obtenidos de los
Master mix que contenian el par de oligonucleétidos TeloF y TeloR (O’Callaghan y
Fenech, 2011). Aunque se observé la formacion de dimeros, esta fue en menor
grado. Cabe resaltar que no se observaron diferencias entre los Master mix Ay B
gue contenian el mismo par de oligonucleétidos, por lo que la inclusién de DTT y
DMSO en la mezcla de reaccion no tuvo efecto en la amplificacion.
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Figura 9. Estandarizacion empleando ADN gendémico de LTh. Gel de poliacrilamida al 10% mostrando los productos de
amplificacion del protocolo PCR. Se utilizaron dos pares de oligonucleétidos. MW: marcador de peso molecular de 100 pb.
CA: Par de primers Cawthon en el Master mix A, CB: Par de primers Cawthon en el Master mix B, OA: Par de primers
O’Callaghan en el Master mix A, OB: Par de primers O’Callaghan utilizados en el Master mix B. Se muestran duplicados de
reaccion. Composicion de los Master mix detallada en la Tabla 2.
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En experimentos posteriores realizados con la enzima Amplificasa® se incluyeron
controles negativos de amplificacion, utilizando ya solo el Master mix A para cada
par de oligonucleétidos. La Figura 10 muestra estos resultados: una vez mas
quedo6 demostrado que la calidad de la enzima polimerasa utilizada en la mezcla
de reaccion es determinante para la correcta amplificacion de los telomeros, se
observo que el par de primers O’Callghan (O) generd productos con un rango de
tamafio de 100 pb a 600 pb, similar al patrén reportado Cawthon y no amplificé en
aquellos Master mix usados como control, que no contenian ADN (Non template
control, NTC), polimerasa u oligonucleétidos. La formacién de dimeros aun es
significativa por lo que se debe disminuir la concentracion de oligonucleoétidos al
estandarizar el protocolo gPCR para evitar que interfiera con la sefal del
fluoréforo. En contraste, el par de primers Cawthon (C) mostré productos de
amplificacion menores a las 300 pb con esta enzima y la formacién de dimeros
fue obvia aun en los controles negativos, por lo que concluimos que el par de
primers disefiados por O’Callaghan tuvo una mayor eficiencia para la amplificacion
de telébmeros.
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Figura 10. Estandarizacién final empleando ADN genémico de LTh. Gel de poliacrilamida al 10% mostrando los
productos de amplificacién del protocolo PCR con sus controles negativos. Se utilizaron dos pares de oligonucledétidos. MW:
marcador de peso molecular de 100 pb. C: Par de primers Cawthon en el Master mix A, O: Par de primers O’Callaghan en
el Master mix A. NT: no templado. NA: no amplificasa. NP: no primers.
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VII.2 Optimizacion del protocolo para la amplificacion de
telomeros (ATs) a partir de ADN genomico mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Estandarizacion del protocolo qPCR para la amplificacion de telomeros

Se estandarizaron las concentraciones de Master mix, cantidad de ADN vy
condiciones de termociclado (descritas en el apartado de materiales y métodos)
para la amplificacién tanto de la secuencia telomérica, como del gen de B-globina
a partir de ADN gendémico humano. Se obtuvieron ambas curvas de amplificacion
utilzando los oligonucledtidos estandar descritos anteriormente. La curva estandar
para teldmeros (TEL) (Figura 11, panel A) obtuvo un coeficiente de correlacion de
0.9968 y se uso para calcular la cantidad de secuencia telomérica por reaccion. La
cantidad de ADN utilizada de las muestras experimentales se optimizé en base al
rango lineal obtenido de esta curva. Por otro lado, la curva estandar del GCU
obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9996 y se us6 para calcular el nimero
de copias del gen de B-globina en el genoma. El coeficiente de correlacién entre
las dos curvas fue de 0.063, lo cual indica que ambas curvas son comparables.
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Figura 11. Curvas estandar utilizadas en el calculo de la longitud de telo6meros absoluta. A) Curva estandar para
calcular la cantidad de secuencia telomérica en Kb por reaccion. El coeficiente de correlacién dentro del rango lienal fue de
0.9968. B) Curva estandar utilizada para calcular el nimero de copias del gen 3-globina en el genoma. El coeficiente de
correlacién dentro del rango lineal fue de 0.9996. Ambas curvas fueron generadas en un termociclador StepOne™ Real-
Time PCR System de 48 pozos (Applied Biosystems™ Foster #Cat: 4376357).
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Las curvas estandar se validaron utilizando 5 ng de ADN gendmico aislado a partir
de células HEK293 y de células salivales humanas. Todas las mediciones entraron
dentro de los rangos lineales calculados de cada curva estandar. Para el control
negativo NTC no se observd sefial de amplificacion, lo cual indica que la sefal
emitida por cada muestra corresponde a los productos especificos esperados y no
a la formacion de dimeros de primers. Adicionalmente, se realizo el andlisis de las
curvas de disociacion. En las mediciones realizadas para calcular la cantidad de
secuencia telomérica de cada una de las muestras, se observo la misma
temperatura de fusion (75.8 °C), especifica para el fragmento amplificado
esperado, el NTC mostré un pico de fusion diferente (67 °C), correspondiente a
una minima cantidad formada de dimeros de primers (Fig. 12, panel A). Para el
caso del GCU se obtuvo el mismo éxito, ya que todas las muestras mostraron la
misma temperatura de fusion (80.52 °C), especifica para el gen de [B-globina,
mientras que su repectivo NTC mostr6 un pico de fusién diferente (68 °C),

correspondiente a una minima cantidad formada de dimeros de primer (Fig. 12,
panel B).
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Figura 12. Curvas de disociacion de los productos obtenidos para cada curva estandar. Los picos de
fusién marcados como NTC corresponden a dimeros de primer.
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VII.3 Validacién del protocolo gPCR para la medicién de longitud
de teldbmeros en un modelo de senescencia celular inducida in
vitro

Modelo de senescencia inducida in vitro

Como se describe en materiales y métodos, las células HEK293 fueron tratadas
con 200 uM de H20:2 por cuatro dias consecutivos para inducir senescencia celular
(Zhang et al., 2008). Transcurrido este tiempo, las placas de células fueron
observadas en el microscopio invertido de campo claro, incluyendo las células
control no tratadas, la figura 13 muestra la morfologia de ambos grupos de células.
Las células tratadas muestran una morfologia larga, aplanada y de mayor tamafio
(Figura 13, panel B), en comparacion con las células no tratadas, cuya forma es
mas redondeada y reducida (Figura 13, panel A). Otra caracteristica importante
fue observable a un mayor aumento (40X): la presencia de grandes vesiculas
semejantes a vacuolas en las células tratadas (Figura 13, panel D, flechas), lo
cual no fue visible en las células control (Figura 13, panel C). Es importante
destacar la diferencia de confluencia entre los dos grupos, en las placas de células
no tratadas se observé una confluencia del 100 %, las placas estaban llenas de
células en la zona concéntrica, con excepcion de las zonas correspondientes a las
orillas, donde no hubo proliferacion celular debido a la manipulacion diaria, ya que,
aunque estas células no fueron tratadas con H202, se sometieron a la misma
manipulacion mecéanica que aquellas que si recibieron el tratamiento. En contraste,
las células tratadas con H202 mostraron una confluencia mucho menor,
observandose grandes espacios sin células aun en las zonas centrales de las
placas (Figura 13), lo cual sugiere que estas células proliferaron en menor grado o
que detuvieron su proliferacién durante el tratamiento. En conjunto, todas estas
caracteristicas observables coinciden con las reportadas en la literatura y
publicaciones referentes a senescencia celular (Aubert y Lansdorp, 2008).
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Figura 13. Efecto del H,O, en la morfologia y confluencia de células HEK293. Imagenes obtenidas por microscopia de
campo claro de células control (A 'y C) y células tratadas con H,O, (B y D) a diferente amplificacién: 10X (Ay B) 0 40X (Cy
D).

Conteos celulares post-tratamiento

Los conteos celulares confirmaron diferencias estadisticas entre la proliferacion
celular de ambos grupos. Los conteos se realizaron durante los cuatro dias de
tratamiento. Al inicio del protocolo de senescencia inducida (dia 0), se agregé el
mismo numero de células (650, 000) en placas control y placas en las que se
realizaria el tratamiento con H202. La Figura 14 muestra una diferencia
estadisticamente significativa entre el nUmero de células control y el nimero de
células tratadas en los dias 2, 3 y 4 del protocolo, asi como también en el nimero
de células control entre los dias 0 y 4 del ensayo (p<0.001), esta diferencia no se
observé entre las células tratadas en los mismos dias. El promedio de células
control para los dias 1, 2 ,3 y 4 fue de 1.20x10% + 105492, 2.14x10% + 363998,
4.40x106 + 345344 y 7.59x10° + 493321 respectivamente. Esto quiere decir que el
namero de células se duplicé cada dia, coincidiendo con la cinética clasica de
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profileferacion celular. En contraparte, el promedio de células tratadas con H20:2 a
los dias 1, 2 ,3 y 4 fue de 1.06x10% + 73410, 1.24x10° + 119383, 1.34x10° +
110135 y 1.34x10° + 164327 respectivamente, sugiriendo que las células tratadas
lograron un solo ciclo de duplicacién, y practicamente detuvieron su proliferacion
después del segundo dia de tratamiento. Esto fue evidente al comparar el nUmero
de células control al dia 4, que fue significativamente mayor al de las células
tratadas en el mismo dia (7.59x10°6 + 493321 vs. 1.34x10° + 164327, p<0.001).
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Figura 14. El H,O, detiene la proliferacion de células HEK293. Numero de células HEK293 a los dias O, 1, 2, 3y 4 de
tratamiento con H,O, (barras negras), o células no tratadas (barras blancas). Los conteos se realizaron por triplicado y
corresponden a ocho campos. Se muestran resultados de tres experimentos independientes. En las graficas se muestran
las medias + error estandar. *** p<0.001 (prueba ANOVA de una via).

Tincion de B-galactosidasa asociada a la senescencia

Una vez concluido el protocolo de senescencia inducida por tratamiento con H202,
se realizé la tincidon de B-galactosidasa asociada a la senescencia tanto a células
control, como a células tratadas. Como se aprecia en la figura 15, panel B, todas
las células tratadas con H20:2 se tifieron de azul, siendo positivas para
senescencia, por el contrario, en las placas de células control, solo algunas células
resultaron positivas (Figura 15, panel A). Es posible que estas células no tratadas
gue se tifieron fueran ya de hecho senescentes, debido a que se encontraban en
un pase avanzado de proliferacién celular (pase numero 34), sin embargo la
mayoria resultdé negativa para la tincion. La incorporacion del colorante en células

[56]



positivas, resulté evidente cuando estas fueron observadas a un mayor aumento
(40X) en el microscopio invertido de campo claro (Figura 15, panel Cy D).

Figura 15. El H,0,induce senescencia en células HEK293. Imagenes obtenidas por microscopia de campo claro
de células control (A y C) y células tratadas con H202 (B y D) a diferente amplificacion: 10X (A y B) 0 40X (Cy
D), después de realizar la tinciéon de -galactosidasa asociada a la senescencia.

En conjunto, todos estos datos sugieren que el protocolo de senescencia inducida
con H20:2 fue efectivo, y que las células tratadas durante el ensayo se volvieron
senescentes.
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Medicién de la longitud de tel6meros absoluta de células HEK293 utilizadas
en el modelo de senescencia inducida in vitro

El acortamiento de telomeros es un mecanismo conocido de senescencia celular
prematura y pérdida de la longevidad (Campisi, 2005), por lo tanto, células
senescentes deben poseer una LTa menor con respecto a aquellas que no son
senescentes. Ademas, esta bien documentado que los telomeros se acortan de 30
a 200 pb con cada division celular debido a el “problema de replicaciéon del
extremo del cromosoma” (Aubert y Lansdorp, 2008; von Zglinicki y Martin, 2005).
Para este fin, se midi6 la LTa de células con diferentes ciclos de division, y
también en aquellas sometidas al protocolo de senescencia celular inducida in
vitro por tratamiento con H202. La Figura 16 muestra la LTa de células que
cumplen con los criterios de los dos modelos de acortamiento telomérico descritos
anteriormente. Como podemos observar, no existe diferencia significativa entre
células con numero de pase 8 (p8) o 14 (pl14), ambos pases muy tempranos de
divisibn celular, aunque es importante seflalar que se aprecia una marcada
tendencia de LTa mayor en células con menor niumero de pases (p8 vs. P14). Sin
embargo, si comparamos cualquiera de estos grupos de células con aquellas que
tenian un pase mayor (p34) y fueron utilizadas como células control en el
protocolo de senescencia inducida, observamos diferencias estadisticamente
significativas entre las LTas (13.37 Kb/telomero + 1.894 p8 vs. 6.614 Kb/telomero
+ 0.5865 p34, p<0.01 y 11.31 Kb/telomero + 2.181 pl4 vs. 6.614 Kb/telomero +
0.5865 p34, p<0.05), siendo esta diferencia mas significativa cuanto mayor
namero de pases existian entre los grupos.

Por otro lado, también hay diferencias significativas entre la LTa de células a las
cuales se les indujo senescencia en comparacion con las células control (2.477
Kb/telomero + 0.9886 senescentes vs. 6.614 Kb/telomero = 0.5865 control,
p<0.05), aun cuando se encontraban en el mismo numero de pase (p34). Es
importante destacar que el efecto del H202 aceleré el acortamiento telomérico
independientemente del numero de pases, y en conjunto el proceso fue
exacerbado en este grupo de células, ya que su LTa no solo fue menor en
comparacion con las células control, si no que ademas la significancia fue mayor
al compararla con la LTa de los grupos de células de pases tempranos (13.37
Kb/teldmero + 1.894 p8 vs. 2.477 Kb/telbmero + 0.9886 senescentes, p<0.001 y
11.31 Kb/telomero £ 2.181 pl4 vs. 2.477 Kb/telomero + 0.9886 senescentes,
p<0.001). Estos resultados corroboran por un lado, la hipotesis de que la longitud
telomérica disminuye en funcion del nimero de divisiones celulares, y por, otro
que las ERO promueven el acortamiento de los telomeros, ademas en conjunto,
estos dos factores aceleran el acortamiento telomérico considerablemente.
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Figura 16. La longitud de los telémeros disminuye en funcién del nimero de divisiones celulares y en respuesta al
tratamiento con H,0O,. LTa absoluta de células HEK293 con diferente nlimero de pases de division celular (p8, p14 y p34),
y células HEK293 utilizadas en el modelo de senescencia celular inducida in vitro. Se muestran resultados de tres
experimentos independientes. En las graficas se muestran las medias + error estandar. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.001
(prueba ANOVA de una via).

VII.4 Medicion de la longitud de tel6meros absoluta en la muestra
poblacional

Resultados estadisticos de la muestra poblacional

En total se determind la LTa de 134 pacientes, quedando fuera del estudio
aquellos cuya medicion amplificé fuera del rango lineal de cualquiera de las dos
curvas estandar utilizadas en el protocolo qPCR. Del total de pacientes, 70 fueron
del sexo masculino y 64 de sexo femenino, representando el 52.23 y 47.76 por
ciento respectivamente (Figura 17, panel A). La clasificacion por edad (Figura 17,
panel B) mostré que el 43 % de los nifios incluidos en el estudio tenia 10 afios de
edad, 25 % 9 afios y 32 % 8 afios. Los datos estadisticos obtenidos de la muestra
poblacional reflejan claramente la prevalencia de obesidad en el pais, ya que un
47% de los participantes fueron diagnosticados con obesidad, mientras que el
19% con sobrepeso y el 34 % tuvieron peso saludable (Figura 17, panel C). La
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prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad arroj6 un total del 66 % de nifios
con peso alto.

Figura 17. Caracteristicas demograficas de la muestra poblacional. A) Clasificacion de la muestra poblacional de
acuerdo al género. B) Clasificacion de la muestra poblacional de acuerdo a la edad. C) Clasificacién de la muestra
poblacional de acuerdo al nivel de peso, basado en la clasificacion del CDC. n=134.

Como era de esperarse, la comparacion de las caracteristicas antropométricas
seleccionadas mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
nifios con peso saludable y el grupo diagnosticado con peso alto (Tabla 4).
Principalmente en aquellos parametros relacionados con el nivel de peso, tales
como peso, IMC y percentil de acuedo a los parametros del CDC, donde las
medias fueron mayores para todos los casos, en el grupo de nifios con peso alto
(p<0.001). Interesantemente, también se encontrd diferencia en el porcentaje de
grasa corporal entre ambos grupos, un indicador del grado de adiposidad del
paciente, siendo también significativamente mayor en el grupo de nifios con peso
alto (p<0.001). Estos resultados corroboran la alta prevalencia de sobrepeso y
obesidad dentro de la poblacion de estudio.
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Tabla 4. Caracteristicas antropométricas de la muestra poblacional

Peso saludable (n =46, 19 Peso alto (n =88, 51
hombres, 27 mujeres) hombres, 37 mujeres) P

Edad (anos) 9.152 £ 0.1242 9.091 + 0.09374 0.6983

Talla (cm) 1.358 + 0.01080 1.385 + 0.009866 0.0928
Peso (kg) 30.18 + 0.6144 44 .82 + 0.9958 <0.0001

IMC (kg/m?) 16.30 + 0.2040 23.16 £ 0.3211 <0.0001

Percentil (CDC) 46.87 + 3.801 95.32 + 0.3495 <0.0001

Porcentaje de 13.25 + 0.7308 2524 + 1.060 <0.0001
grasa corporal

Las mediciones antropométricas se muestran como medias = desviacion estandar. Todas las mediciones se
realizaron al total de particiantes en el estudio. n=134.

Se evalud la cantidad de tiempo que los participantes del estudio realizaban
actividad fisica. Para este fin, se consideraron como fisicamente activos aquellos
nifios que realizaban alguna actividad fisica por cinco o mas horas a la semana, es
decir, al menos una hora diaria en semana laboral, que es la cantidad minima de
tiempo recomendada al dia. En contraparte, quienes realizaban actividad fisica por
menos de cinco horas semanales fueron clasificados como inactivos fisicamente.
Dentro del grupo de actividades fisicas destacaron el futbol, karate y natacion
como las mas practicadas, siendo ademas, las que se realizaron con mas
constancia entre el grupo de nifios fisicamente activos. Por otro lado, también se
evaluo la cantidad de tiempo que cada nifio invertia en entretenimiento sedentario,
es decir, sin activacion fisica de ninguna clase, incluyéndose dentro de esta
variable las horas dedicadas a ver television o a jugar videojuegos. Como es
posible apreciar en la Tabla 5, el mayor porcentaje de la poblacion de estudio
(77.6 %) fue clasificada como inactivamente fisica, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con los pacientes clasificados como
fisicamente activos (22.4 %, p<0.0001). EI mismo caso se presenté en lo que
respecta al tiempo de entretenimiento sedentario, ya que el 76.11 % de la
poblacion pasa mas de tres horas diarias viendo television o jugendo videojuegos,
encontrandose también diferencias significativas al comparase con el grupo de
nifios que invierten menos de tres horas al dia realizando estas actividades (23.89
%, p<0.001). Estos resultados pueden explicar la alta prevalencia de sobrepeso y
obesidad dentro de la muestra poblacional, ya que la inactividad fisica promueve
la acumulacién de grasa corporal y en consecuencia el aumento de peso.
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Tabla 5. Actividad fisica y entretenimiento sedentario de la muestra poblacional

> b horas semanales
(n= 30, 18 hombres,
12 mujeres)

< 5 horas semanales
(n=104, 52 hombres,
52 mujeres)

[

Actividad fisica

6.267 + 0.3030

0.5192 £ 0.1040 N=104

< 0.0001

> 3 horas diarias (n =
102, 52 hombres, 50
mujeres)

< 3 horas diarias (n =
32, 14 hombres, 18
mujeres)

Horas de entretenimiento
sedentario

3.118 £0.1217

0.8438 + 0.06521

< 0.0001

Las horas de actividad fisica o entretenimiento sedentario se muestran como medias * desviacion estandar. Todas
las mediciones se realizaron al total de particiantes en el estudio. n=134.

Adicionalmente se tomaron en consideracion condiciones postpartum asociadas al
desarrollo de obesidad en la infancia, asi como algunos parametros cualitativos
(Tabla 6) de la poblacion que permitieron evaluar el contexto cultural y
socioecondémico en el cual se desarrollan los nifios. El objetivo de este analisis fue
determinar si las condiciones de nacimiento o los factores ambientales influyen de
alguna manera en el acortamiento telomérico.

Tabla 6. Otros parametros considerados en el analisis

Condiciones postpartum

Variables cualitativas

Peso al nacer

Ingreso mensual

Via de nacimiento

Tipo de familia

Lactancia Materna

Actividades culturales

Tipo de escuela
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Medicién de la longitud de telomeros absoluta mediante el protocolo gPCR

La amplificacion de la secuencia telomérica se observé entre los ciclos 15 y 20 del
protocolo qPCR. En el caso del gen de copia unica (B-globina), las muestras
amplificaron entre los ciclos 26 y 28. No se observd amplificacion del NTC en la
mayoria de las corridas de gPCR, a excepcion de algunos casos, en los cuales la
amplificacion inicié después del ciclo 33. La amplificacion tardia en estos casos no
representd ningun problema debido a que existi6 una diferencia de 5 ciclos con
respecto al ultimo ciclo de amplificacion observado para el gen de copia Unica
(ciclo 28). Las muestras que amplificaron fuera de su respectiva curva estandar
fueron omitidas del estudio. La reproducibilidad del protocolo se evalu6 mediante
la amplificacidon de 10 muestras escogidas aleatoriamente. Se realiz6 un analisis
de regresion lineal entre los Cr de las muestras obtenidos durante el estudio
original y los Cr correspondientes a las mismas muestras analizadas otro dia
distinto. Este analisis reveld linealidad significativa entre las medias de Crt
obtenidas en los diferentes ensayos, R? = 0.98 para secuencia telomérica y R? =
0.99 para B-globina. El coeficiente de variacion en las medidas fue de 2.15% y
1.56% respectivamente. El rango de LTa/telbmero en la muestra poblacional fue
de 3.44-33.57 Kb/telbmero, y el rango de longitud telomérica total por genoma
diploide fue de 316.48-3088.44 Kb/genoma diploide.

No existe relacién entre el nivel de peso, género o edad y la longitud de
telomeros absoluta

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos a partir del protocolo de qPCR
no mostrd diferencias significativas entre los grupos de nifios diagnosticados de
acuerdo a los criterios establecidos por el CDC, con peso saludable, sobrepeso u
obesidad (11.05 Kb/telomero + 0.8228, peso saludable, n=46 vs. 13.13
Kb/telomero + 1.520 sobrepeso, n=25, p= 0.1927 y 11.05 Kb/teldmero + 0.8228,
peso saludable, n=46 vs.10.24 Kb/teldmero + 0.7363 obesidad, n=63, p= 0.4654)
(Figura 18, panel A). Debido a lo anterior, decidimos clasificar la poblacion de
estudio en dos grupos: peso saludable y peso alto (que incluyé a los pacientes
diagnosticados con sobrepeso y obesidad). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos (11.05 Kb/telbmero + 0.8228, peso
saludable, n=46 vs. 11.06 Kb/telomero *+ 0.6908, obesidad, n=88, p= 0.9952)
(Figura 18, panel B).
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Estos resultados sugieren que el nivel de peso no tiene un efecto sobre la LTa. De
manera similar, no se encotraron diferencias significativas entre los grupos de
pacientes clasificados de acuerdo a la edad (11.24 Kb/telomero + 0.8329, 8 afios,
n=43 vs. 12.64 Kb/telobmero + 1.248, 9 afios, n=33, p=0.3370y 11.24 Kb/telbmero
+ 0.8329, 8 afios, n=43 vs. 10.03 Kb/telémero £ 0.7801, 10 afios, n=58, p= 0.2975,
y 12.64 Kb/telomero = 1.248, 9 afios, n=33 vs. 10.03 Kb/telomero + 0.7801, 10
afos n=58, p= 0.0652) (Figura 18, panel C) o el género (11.42 Kb/telémero +
0.8629, femenino, n=64 vs. 10.73 Kb/telbmero + 0.6494, masculino, n=70, p=
0.5169) (Figura 18, panel D).
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Figura 18. No existe relacién entre el nivel de peso, género o edad y la longitud de telomeros absoluta. Longitud de
telémeros absoluta de la muestra poblacional de acuerdo a su clasificacion por nivel de peso, edad o género. A) Longitud de
telémeros absoluta por telémero de acuerdo a la clasificacién de peso segun los requerimientos del CDC. B) Longitud de
telémeros absoluta por telémero de acuerdo al nivel de peso. C) Longitud de telémeros absoluta por telémero de acuerdo a
la edad. D) Longitud de telomeros absoluta por telémero de acuerdo al género. En las graficas se muestran las medias +
error estandar (prueba t de student) n=134.



El porcentaje de grasa corporal elevado afecta la longitud de telémeros
absoluta solo en el sexo masculino

El porcentaje de grasa corporal (%GC) es otro indicador utilizado para determinar
el nivel de peso. No se observaron diferencias significativas en la LTa de la
muestra poblacional entre los grupos de %GC saludable o %GC alto. Sin
embargo, se identific6 una marcada tendencia de telomeros mas cortos en el
grupo de niflos con %GC alto en comparacion con el grupo que tuvo %GC
saludable (11.63 Kb/teldbmero + 0.6281 saludable, n=84 vs. 10.10 Kb/telémero +
0.9544 alto n=50, p= 0.1662) (Figura 19, panel A). Debido a lo anterior, y a la
evidencia reportada de que telobmeros cortos en nifios se han asociado al sexo
masculino, decidimos analizar la LTa de acuerdo al %GC por género. Aunque no
se observaron diferencias en la LTa de nifias con %GC saludable o0 %GC alto
(11.24 Kb/telomero £+ 0.9474 saludable, n=39 vs. 11.70 Kb/telomero + 1.668 alto
n= 25, p= 0.7996) (Figura 19, panel B), de manera interesante se observo que la
LTa de nifios con %GC saludable fue significativamente mayor en comparacion
con la LTa de nifios con %GC alto (11.963 Kb/telobmero + 0.8437 saludable, n= 45
vs. 8.502 Kb/telomero + 0.8520 alto n= 25, p< 0.01) (Figura 19, panel C).
Ademas, el andlisis de la LTa de acuerdo al %GC por edad revel6 que la LTa es
significativamente mayor en nifios de 8 y 9 afios de edad con %GC saludable en
comparacion con aquellos nifios de la misma edad con %GC alto (11.86
Kb/telomero + 1.074, 8 afios saludable, n= 20 vs. 7.398 Kb/teldmero + 1.862, 8
afios alto n= 7, p< 0.05 y 13.40 Kb/telomero + 2.118, 8 afios saludable, n= 8 vs.
7.954 Kb/telomero + 1.622, 8 afos alto n= 3, p< 0.05) (Figura 19, panel E). Este
fendmeno no se observo en el sexo femenino a ninguna edad (Figura 19, panel
D).
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Figura 19. El porcentaje de grasa corporal elevado afecta la longitud de telémeros absoluta solo en el sexo
masculino. Longitud de teldomeros absoluta de la muestra poblacional de acuerdo a su clasificacion por el porcentaje de
grasa corporal. A) Longitud de telomeros absoluta por telémero de acuerdo a la clasificacion por el porcentaje de grasa
corporal de la muestra poblacional. B) y C) Longitud de telémeros absoluta por telomero de acuerdo a su clasificacion por el
porcentaje de grasa corporal en el sexo femenino (B) o masculino (C). D) y E) Longitud de telémeros absoluta por telémero
de acuerdo a su clasificacion por el porcentaje de grasa corporal, edad y sexo femenino (D) o masculino (E). En las gréaficas
se muestran las medias + error estandar, n=134. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.001 (prueba ANOVA de una viay t de
student).



La actividad fisica previene el acortamiento de la longitud de telémeros
absoluta en nifios

La actividad fisica regular provoca una disminucién del porcentaje de grasa
corporal, y en consecuencia tiene un efecto sobre el peso, por lo cual se analizo la
relacion entre la actividad fisica y la LTa en la poblacién de estudio. Los resultados
mostraron una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de nifios
que realizan actividad fisica (AF) y aquellos que no la realizan (SAF), siendo la
LTa mayor en aquellos individuos que realizan de manera regular AF en
comparacion con los individuos SAF (10.47 Kb/telomero + 0.5377 SAF n= 104 vs.
13.09 Kb/telomero + 1.438 AF n= 30, p< 0.05) (Figura 20, panel A).

Posteriormente, se comparo la LTa de acuerdo al diagnostico de peso (CDC) en
los grupos de nifios que realizan AF o SAF. No se encontraron diferencias entre
los nifios con AF o SAF diagnosticados con peso saludable u obesidad (Figura 20,
panel B y C), pero se encontrd que en nifios diagnosticados con obesidad, la LTa
fue significativamente mayor en aquellos que realizaban AF con respecto a los del
grupo SAF (9.26 Kb/teldmero = 0.6811 SAF n= 44 vs. 12.49 Kb/telomero + 1.795
AF n= 19, p< 0.05) (Figura 20, panel D). Ademas, este fendbmeno fue exclusivo
del sexo femenino (9.02 Kb/telomero + 1.145, obesidad SAF n= 17 vs. 16.55
Kb/telobmero + 3.472, obesidad AF n= 7, p< 0.05) (Figura 20, panel E) y no se
presenté en individuos del sexo masculino (Figura 20, panel F). En conjunto estos
resultados sugieren que la actividad fisica juega un papel importante en el
mantenimiento de la LTa, previniendo el acortamiento telomérico, y este efecto
protector se observa en nifias aun con diagnostico de obesidad.
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Figura 20. La actividad fisica previene el acortamiento de la longitud de telémeros absoluta en nifios. Longitud de
telémeros absoluta de la muestra poblacional de acuerdo a la actidad fisica. A) Longitud de telémeros absoluta por telémero
en nifios que realizan (AF) o no (SAF) actividad fisica. B) Longitud de telomeros absoluta por telémero en nifios con peso
saludable que realizan (AF) o no (SAF) actividad fisica. C) Longitud de telomeros absoluta por telémero en nifios con
sobrepeso que realizan (AF) o no (SAF) actividad fisica. D) Longitud de telémeros absoluta por telémero en nifios con
obesidad que realizan (AF) o no (SAF) actividad fisica. E) Longitud de telémeros absoluta por telémero en nifios del sexo
femenino que realizan (AF) o no (SAF) actividad fisica. F) Longitud de telémeros absoluta por telémero en nifios del sexo
maculino que realizan (AF) o no (SAF) actividad fisica. En las graficas se muestran las medias + error estandar, n=134. *
p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.001 (prueba t de student).
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En conjunto, la actividad fisica y el porcentaje de grasa corporal saludable
previenen el acortamiento de la longitud de telémeros absoluta en nifios

Dado que nuestros resultados mostraron que el porcentaje de grasa corporal y la
actividad fisica ejercen efectos la LTa de manera independiente, como siguiente
objetivo, nos propusimos determinar si en conjunto podrian incrementar tales
efectos. Para evaluar lo anterior se formaron dos grupos: un grupo denominado
“saludable”, que incluyd nifios de ambos sexos con diagnostico de peso saludable,
con un %GC también saludable y que ademas, realizaban AF, y un segundo grupo
etiquetado como “no saludable” que incluyé nifios de ambos sexos con diagnostico
de peso alto, con un %GC alto y SAF. Los resultados de este analisis mostraron
que la LTa de los nifios del grupo “saludable” fue significativamente mayor en
comparacion con los nifios del grupo “no saludable” (14.75 Kb/telbmero £ 2.600
saludable n= 8 vs. 9.12 Kb/telomero + 0.9829 no saludable n= 36, p< 0.05) (Figura
21, panel A).

Posteriormente, se realizdé el mismo analisis, clasificando ademas ambos grupos
por género. Aunque se observo una tendencia de LTa mayor del grupo “saludable”
en comparacion con el grupo “no saludable” en el sexo femenino, esta tendencia
no fue significativa (Figura 21, panel B). Sin embargo, encontramos que la LTa
fue significativamente mayor en el grupo “saludable” versus el grupo ‘no
saludable” para el sexo masculino (16.05 Kb/telomero + 2.142 saludable n= 5 vs.
8.214 Kb/telbmero + 0.9782 no saludable n= 19, p< 0.01) (Figura 21, panel C).
Ademas, la diferencia en la LTa entre ambos grupos para el sexo masculino fue de
aproximadamente 8 Kb/telémero. Estos resultados sugieren que la actividad fisica
y el porcentaje de grasa corporal saludable tienen un efecto sinérgico, previendo el
acortamiento de la LTa en nifios.
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Figura 21. En conjunto, la actividad fisica y el porcentaje de grasa corporal saludable previenen el acortamiento de
la longitud de telémeros absoluta en nifios. Longitud de telémeros absoluta de la muestra poblacional de acuerdo al
porcentaje de grasa corporal, nivel de peso y actividad fisica en conjunto. Nifios de ambos sexos con nivel de peso
saludable, porcentaje de grasa corporal saludable y que realizan actividad fisica fueron clasificados como “saludables” y
nifios con nivel de peso alto, porcentaje de grasa corporal alto y que no realizan actividad fisica fueron clasificados como
“no saludables”. En las graficas se muestran las medias * error estandar, n=134. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.001 (prueba
t de student).
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Existe una relacion entre la longitud de telémeros absolutay el tipo de
escuela al que asisten los nifios

Dentro de los parametros cualitativos de la poblacion que permitieron evaluar si el
contexto cultural y socioecondmico en el cual se desarrollan los nifios influye en la
LTa, se considero el tipo de escuela al que estos asisten. Para este fin se comparo
la LTa de los nifios inscritos en escuela privada con respecto a los nifios inscritos
en escuela publica. De manera interesante, se observd que la LTa de los nifios
que estudian en escuela privada es significativamente mayor en comparacion con
los nifios que estudian en escuela publica (14.40 Kb/teldmero + 1.798 privada n=
19 vs. 10.51 Kb/telémero £ 0.5314 publica n= 115, p< 0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Existe una relacion entre la longitud de telomeros absoluta y el tipo de escuela al que asisten los nifios.
Longitud de telémeros absoluta de la muestra poblacional de acuerdo al tipo de escuela al que asisten los nifios (privada o
publica). En las gréaficas se muestran las medias * error estandar, n=134. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.001 (prueba t de
student).
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VIII. DISCUSION

La obesidad es uno de los problemas de salud mas importantes a nivel mundial,
principalmente en la poblaciébn mexicana, por lo cual es necesario desarrollar
nuevas herramientas que permitan ampliar el conocimiento sobre las
consecuencias asocidas a esta enfermedad e implementar mejores estrategias
que permitan disminuir su prevalencia. En el presente trabajo, corroboramos la
utilidad de la gPCR en el estudio de la obesidad. Se logré optimizar un protocolo
reproducible para medir la longitud absoluta de telémeros a partir de células
salivales de nifios menores de 10 afios. Los rangos de longitud telomérica
absoluta obtenidos en la muestra poblacional (3.44-33.57 Kb/telomero), coinciden
con los rangos de longitud telomérica reportados en otros estudios realizados en
nifios con métodos de medicion distintos (Zannolli et al., 2008; Al-Attas et al.,
2010; Buxton et al., 2011), lo cual indica que el protocolo por gPCR optimizado es
confiable.

Experimentos llevados a cabo en diversos tipos de células cultivadas in vitro, han
mostrado que el dafio al ADN causado por la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno, especialmente peroxido de hidrogeno (H2032), resulta en senescencia
celular prematura inducida por el acortamiento acelerado de los teldmeros (Bodnar
et al. 1998; Campisi, 2005; Herbert et al., 2008). La validacién in vitro del protocolo
por qPCR permiti6 corroborar estos datos, ya que en células cultivadas, se
observd que el proceso de senescencia se produce en funcion de su nimero de
divisiones y en respuesta al tratamiento con H202. Estas células senescentes
tuvieron una longitud telomérica absoluta significativamente menor en
comparacion con aquellas células que no eran senescentes (Figura 16). La
asociacion de senescencia y acortamiento telédmerico como consecuencia del
estrés oxidativo se ha documentado también in vivo. Jurk y colaboradores
demostaron gue la inflamacién crénica sistémica puede acelerar el envejecimiento
en ratones, a través de la exacerbacion de la disfuncion de los telomeros y la
senescencia celular mediada por las especies reactivas de oxigeno, en ausencia
de cualquier otro factor genético o ambiental (Jurk et al., 2014). En este sentido,
guedan pendientes por realizar otros analisis que permitan demostrar que la
inflamacion crénica de bajo grado asociada a la obesidad, es la causa subyacente
del acortamiento telomérico mediado por las especies reactivas de oxigeno en
humanos.
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Los resultados epidemiolégicos de la muestra poblacional revelaron una
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad del 66.4%. Esta cifra refleja la
problematica nacional de obesidad que posiciona a México como el primer lugar
en obesidad infantil a nivel mundial (UNICEF, 2015). Por otro lado, estos
resultados mostraron que en la muestra poblacional estudiada, el sobrepeso y la
obesidad prevalecen mayormente en el sexo masculino (prevalencia combinada
de 39.5%) en comparacion con el femenino (prevalencia combinada de 26.8%)
(Figura 17), lo cual corrobora los datos de la ENSANUT 2012, que reporto
prevalencias combinadas de 36.9% y 32% respectivamente para nifios de 5-11
afios de edad. La alta prevalencia de sobrepeso y obesidad es preocupante por
los efectos adversos del exceso de peso en la salud, un problema de tal magnitud
demanda acciones inmediatas para detener su avance. Una de las principales
causas del desarrollo de sobrepeso y obesidad es la disminucion o ausencia de
actividad fisica (Lau et al., 2017). Los resultados de presente estudio mostraron
que el 77.6% de la poblacién no realiza actividad fisica y el 76.11% pasa mas de
tres horas diarias viendo television o jugendo videojuegos, corroborando los datos
reportados por la ENSANUT de Medio Camino 2016, que indican una prevalencia
de 82.8% y 71.7% respectivamente.

El andlisis de la longitud telomérica absoluta en relacion con la obesidad, mostré
que teldmeros mas cortos se asocian al porcentaje de grasa corporal y no al nivel
de peso en infantes del sexo masculino, pricipalmente a los 8 y 9 afios de edad
(Figura 19). Buxton y colaboradores demostraron una correlacion entre la
obesidad infantil y telomeros cortos en poblacion fracesa (Buxton et al., 2011),
mientras que Al-Attas y colaboradores demostraron la misma correlacion solo en
nifios arabes del sexo masculino (Al-Attas et al., 2010). Aungue en ambos casos
esta correlacion se bas6 en el diagnéstico de obesidad de acuerdo al nivel de
peso, en ninguno de los estudios anteriores se midié el porcentaje de grasa
corporal. El indice de masa corporal (IMC) es definido por la OMS como el
parametro estandar para el diagnéstico de obesidad y sobrepeso, sin embargo, la
exactitud del IMC para estimar la composicion corporal es discutible (Roubenoff et
al., 1995; Revicki e Israel, 1986), especialmente el grado de adiposidad. Es asi
como individuos diagnosticados con peso saludable segun su IMC, pueden tener
un porcentaje de grasa corporal elevado, mientras que otros diagnosticados con
obesidad pueden tener un porcentaje de grasa corporal dentro de los limites
establecidos. Esto es especialmente importante al considerar el diagnostico de
sobrepeso y obesidad infantil, ya que en los nifios los patrones de crecimiento son
diferentes a los de personas adultas (CDC, 2015), lo cual indica que su
composicién corporal estambien diferente, variando de acuerdo a la raza, sexo y
edad. La cantidad de tejido adiposo esta en funcion del nimero y tamafio de sus
células. Estos parametros varian durante el crecimiento; el tamafio de las células
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del tejido adiposo permanece relativamente estable hasta la adolescencia,
mientras que el numero aumenta paralelamente al crecimiento (Marquez y
Garatachea, 2013). Por lo tanto, nuestros datos apoyan los resultados reportados
por Buxton y Al-Attas, y aportan nueva evidencia cientifica sobre la relacion
existente entre la longitud absoluta de teldmeros y la obesidad infantil masculina,
basada en el porcentaje de grasa corporal. Asi, este estudio puede contribuir a la
futura inclusién del porcentaje de grasa corporal como otro pardmetro estandar
para el diagnostico de sobrepeso y obesidad infantil. Permanece por ser explicado
el hecho de que este fendmeno no se presente en el sexo femenino, aunque es
posible que estén involucrados procesos fisioldégicos asociados a la entrada en la
pubertad y a la capacidad biolégica de las mujeres para almacenar mas grasa
corporal de forma natural, lo cual puede brindarles mayor tolerancia a algunos
efectos nocivos desarrollados durante el proceso de obesidad.

La actividad fisica es un importante determinante del peso corporal (WHO, 2003).
La actividad fisica favorece la disminucion del porcentaje de grasa corporal y el
aumento del peso libre de grasa (Marquez y Garatachea, 2013). La mayoria de los
estudios epidemiolégicos muestran un menor riesgo de aumento de peso,
sobrepeso y obesidad entre las personas que realizan regularmente ejercicio fisico
de intensidad moderada a alta (Fogelholm et al., 2000). Nuestros resultados
muestran que la actividad fisica en nifios previene el acortamiento de los
telomeros, dado que telomeros significativamente mas cortos se asociaron a nifios
inactivos fisicamente (Figura 20). Ademas, este efecto protector se observo
tambien en aquellos nifios diagnosticados con obesidad que realizan actividad
fisica regular. Estos datos corroboran la relacion directa entre el porcentaje de
grasa corporal y la actividad fisica, soportado por la evidencia proporcionada en
este estudio, que muestra que nifios con peso saludable, porcentaje de grasa
saludable y que realizan actividad fisica tienen una longitud de telémeros absoluta
significativamente mayor que aquellos nifios con peso alto, porcentaje de grasa
corporal alto y que no realizan actividad fisica (Figura 21).

Existe un consenso generalizado entre los especialistas de que la actividad fisica
es necesaria para el crecimiento armonico y desarrollo integral del nifio, ya que
puede contribuir al desarrollo social de los nifios y jovenes, dandoles la
oportunidad de expresarse, fomentando la autoconfianza, la interaccién social y la
integracion, ademas, disminuye los niveles de estrés (OMS, 2010). Esto podria
explicar el hecho de que nifios inscritos en escuelas privadas tengan una longitud
telomérica absoluta significativamente mayor que aquellos que asisten a escuelas
publicas (Figura 22). Se sabe que los programas de escuelas privadas fomentan
en mayor medida la activacion fisica y la inclusion de sus estudiantes en deportes
en equipo, asi como su participacion en torneos bien estructurados. En este
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sentido, Mitchell y colaboradores demostraron que la exposicion a entornos
desfavorables en la infancia se asocia con acortamiento en la longitud de los
telomeros (Mitchell et al.,, 2014), y otros estudios han revelado una correlacion
negativa entre la longitud de los telémeros y el estrés cronico (Shalev, et al. 2012).
Sin embargo, las preguntas permanecen alrededor de los mecanismos
moleculares y eventos bioldégicos mediante los cuales el entorno conduce a la
erosion de los telémeros durante la infancia.

Los resultados de este estudio sustentan la hipotesis de que existe una relacion
directa entre la obesidad infantil y el acortamiento telomérico, al menos en el sexo
masculino, basados en el diagndstico de obesidad con respecto al indice de masa
corporal y al porcentaje de grasa corporal; asi mismo en células en cultivo, el
acortamiento telomérico se asocia a la presencia de especies reactivas de
oxigeno, resultando en senescencia celular. Estudios realizados en adultos han
propuesto a la inflamacion y el estrés oxidativo como los mecanismos subyacentes
gue asocian la obesidad con telémeros cortos, y de hecho, este acortamiento
también correlaciona con un aumento de la morbilidad y envejecimiento prematuro
en ciertos pacientes (Valdes et al., 2005; Aulinas et al., 2015). Por lo cual, es
l6gico pensar que estas consecuencias podrian presentarse también en nifios.
Ademas, evidenciamos el papel protector de la actividad fisica en la longitud de los
telomeros y la utilidad del porcentaje de grasa corporal como herramienta de
diagnéstico util para la obesidad. Dadas las graves consecuencias a la salud que
acarrea el exceso de peso en la poblacion mexicana es imprescindible enfatizar y
sostener acciones de activacion fisica y educacion nutricional que permitan
mantener un peso saludable desde edades tempranas.
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[X. CONCLUSIONES

Se optimiz6 un protocolo por gPCR reproducible y confiable para medir la
longitud de telomeros absoluta a partir de ADN aislado de células salivales
y se validd en un modelo de senescencia celular inducida in vitro.

Se demostro que células HEK293 senescentes tienen telomeros mas cortos
en funcion de su numero de divisiones y a la presencia de especies
reactivas de oxigeno.

Existe una relacion directa entre el acortamiento de la longitud de teldmeros
absoluta y el porcentaje de grasa corporal alto en pacientes de ocho y
nueve afios de edad del sexo masculino. Esta relacion no es evidente en el
sexo femenino.

La actividad fisica tiene un efecto protector en la longitud de telomeros
absoluta, aun en presencia de obesidad.

La actividad fisica y el porcentaje de grasa corporal saludable actian en
conjunto y previenen el acortamiento de la longitud de telomeros absoluta

en nifos del sexo masculino.

La medicion del porcentaje de grasa corporal es una herramienta Gtil en el
diagndstico de obesidad en la poblacién infantil mexicana.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado para nifios

2N

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

IM$ Y POLITICAS DE SALUD

WEUIDADY L CARIIND K

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO (NINOS)
CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

“Determinacion de la relacion entre la longitud de los
Nombre del estudio: telomeros y la obesidad en nifios mexicanos”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Vamos a realizar un estudio para saber cuantos kilos pesas y cuantos centimetros mides,
después a tus papas les aplicaremos un cuestionario muy facil sobre algunos aspectos
sociales y econémicos de tu vida y también algunas preguntas de tu familia, para saber si
todos se llevan bien o se llevan mal. Te pedimos gue nos ayudes, porque es muy importante
saber como se llevan los papas vy los hijos.

Si aceptas estar en nuestro estudio, entonces te pesaremos en una bascula, te mediremos
para saber tu estatura, y determinaremos también tu porcentaje de grasa corporal, todo esto
para saber cual es tu estado nutricional. Queremos saber si tu peso y tu talla estan bien.
Ademas, te pedimos nos regales una muestra de saliva, la cual usaremos para realizar
estudios posteriores con tu ADN.

Puedes hacer preguntas las veces que quieras en cualquier momento del estudio. Ademas, si
decides que no quieres terminar el estudio, puedes parar cuando quieras. Nadie puede
enojarse o enfadarse contigo si decides que no quieres continuar en el estudio.

Toda informacion obtenida sera confidencial, esto quiere decir que no diremos a nadie tus
respuestas, se le informara a tus padres y a ti los resultados, y en caso de existir alguna
anormalidad se te brindara atencion médica y tratamiento adecuado. Los resultados solo lo
sabran las personas que forman parte del equipo de este estudio. Si firmas este papel quiere
decir que lo leiste, o alguien te lo leyo y que quieres estar en el estudio. Si no quieres estar en
el estudio, no lo firmes. Recuerda que tu decides estar en el estudio y nadie se puede enojar
contigo.

Firma del participante del estudio Firma del investigador

Fecha

[77]



Anexo 2. Consentimiento informado para padres

[ %
_@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

e T L | =
S

3

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS

[

. DESALUD Y il
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD )
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM
—Z% CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Sl el (NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio: _.Dmﬁ:sm:m.na: de la relacion entre la longitud de los telémeros y 1a obesidad en nifios
mexicanos

Patrocinador externo (si aplica):

Lugar y fecha: HGR MF 1 CUERNAVACA, MORELOS; A DE 2016

Nlmero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio: El acelerado incremento en la prevalencia de |a obesidad infantil en los Gitimos afios debe
Ser una preccupacion prioritaria para la sociedad mexicana. El objetivo de este estudio es
dilucidar la relacion entre Ia longitud de los teldmeros Yy Ia obesidad a temprana edad, asi
como también, determinar si dicha relacion tiene un impacto potencialments nocive sobre el
futuro de la salud. De esta manera, podriamos tener nuevas evidencias y herramientas que
nos ayuden a crear conciencia para combatir este grave problema de dimension mundial y
prevenir los diversos padecimientos asociados a ella en la edad adulta, asi como el posible
envejecimiento celular prematuro desarrollade desde |a infancia.

Procedimientos: El estudio se realizara a nifios de 8 a 10 afios que acudan a la consulta extema del HGR MF
1 de Cuemavaca, acompafiados de algin tutor, al cual se le aplicara un instrumento de
recoleccion de datos, posteriormente se realizara somatometria a cada nifio y por dltimo se
tomara una muestra de saliva para el aislamiento de ADN.

Posibles riesgos y molestias: Estudio de riesgo minimo, sin molestias.

Posibles beneficios que recibira al participar

en el estudio:

Infarmacion sobre resultados y altemnativas de

tratamiento:

Participacion o retiro: El paciente tiene el derecho de retirarse del estudio cuando asi lo considere

Privacidad y confidencialidad: Se establece el compromiso de no identificar al participante en presentaciones o
publicaciones que se deriven de este estudio y de mantener la confidencialidad de la
informacion.

En caso de coleccion de material biclogico (si aplica):
Mo autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para esfe estudios y estudios futuros.
Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Beneficios al término del estudio:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable: Dra. Leonor Pérez Martinez, Instituto de Biotecnologia UNAM, Teléfono 7773291777 Ext. 38310.

Colaboradores: Q.F.B. Roberto Carlos Licea Cejudo, estudiants de Maestria en Ciencias Bioquimicas del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM, teléfono 72255359671, Dra. Monica Viviana Martinez Martinez,
Profesor Titular de la Especialidad de Medicina Familiar, Teléfono 7773155000 Ext 51313, HGR
MF 1.




SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

.
"‘ﬁ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dingirse a: Comision de Efica de Investigacion de la CNIC del
IMS3: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56
27 69 00 extension 21230, Correo electronico: comision etica@imss gob.mx

Mombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
tutores o representante legal

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firna Nombre, direccidn, relacion vy firma
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Anexo 3. Instrumento de recoleccién de datos

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, COORDINACION CLINICA DE
EDUCACION E INVESTIGACION, INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM

Cuernavaca, Morelos a de del 2016

No. De folio
La informacion que nos proporcione sera estrictamente confidencial.

Intrucciones: Conteste correctamente las siguientes preguntas rellenando
los espacios en blanco o marcando con una “X” segtn sea el caso.

I. FICHA DE IDENTIFICACON DE LOS TUTORES DEL PACIENTE:
1.1 MADRE
- Consentimiento informado de participacion voluntaria Sl NO

1.- Nombre completo:

2.- Ocupacion actual: 3.- Edad:

4.- Escolaridad: Primaria
Secundaria

Bachillerato
Universidad

Posgrado

5.- Estado Civil: Casada

Soltera
Unidn libre
Divorciada
Viuda

6.- Enfermedades de importancia:

a) Sl b) NO

.2 PADRE

7 .= Nombre completo:

8.- Ocupacion actual: 9.- Edad:
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10.- Escolaridad:

Primaria
Secundaria
Bachillerato
Universidad
Posgrado

11.- Estado Civil :

Casado
Soltero
Union libre
Divorciado
Viudo

12 .- Enfermedades de importancia: a) Si b) NO

13.- Ingreso mensual total (incluyendo ingresos de la pareja, ingresos extra,
becas, pensiones, apoyos gubernamentales, efc):

Menor de $3000 Entre $3001-4500
Entre $4501-6000 Mas de $6000

14 .- En total ;cuantas perscnas dependen economicamente (viven) del ingreso
familiar?

1 |2 |3 |4 |5 | 6 |7 |8 |9 | 10 |

15 .- Tipo de familia:

Familia nuclear (formada solamente por padres e hijos)

Familia compuesta (derivada de otros matrimonios o uniones)

16 .- Tipo de vivienda: Propia Rentada

Il. FICHA DE IDENTIFICACION DEL NINO(A)

-Asentimiento informado de participaciéon voluntaria a) Sl b} NO

17.- Nombre del nifio (a):

18.- NSS:

19.- Numero de consultorio: 20.- Turno:

| a) Matutino | b) Vespertino |
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21.-Edad: a) 8
b) 8

c) 10

22.- Sexo: a) Femenino b) Masculino

lll. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

23.- Lugar de nacimiento:

24.- Lugar de residencia (calle, numero, colonia. municipio, estado):

25.- Teléfono:

26.- Escolaridad: Primaria

1° | 22 | 3° | 4° | 5° | 6° |

27 .- { Cuenta con todos los servicios intra y extradomiciliarios de urbanizacion?
a) Sl b) NO
28.- Tipo de escuela a la que acude el infante:

Publica Privada

IV. ANTECEDENTES PERINATALES:

- 29.- Numero de embarazo aj)1b)2c)3 d)d4e)5 f)6 g)7 h)8 i)2 j)10

- 30.- Semanas de gestacion a)36 b)37 c)38 d)39 e)40 )41 g)42

- 31.-Tipo de nacimiento a) Cesarea_____ b) Parto

- 32.- jCuanto peso el nifio(a) al nacer? a)2.5kg—3.0kg b)3.1kg - 3.5 kg
c)3.6kg—4.0kg d)>4.0kg

- 33.- (Amerito incubadora? a)S| b)NO

- 34.- Inicio de la ablactacién: a)6 meses b) 12 meses c) 18 meses

- 35.- Alimentacion exclusiva del seno materno: a) Sl b) NO

- 36.- Duracion de lactancia materna

- 37.- i Presento diabetes gestacional (madre)? Si No
No sé

- 38.- Esquema de vacunacion completo a) Sl b) NO
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- 39.- ;El nifio(a) presentd enfermedades durante la infancia?
a) Sl by NO

V. HABITOS ALIMENTARIOS Y ACTIVIDAD FiSICA DEL NINO(A)

HABITOS ALIMENTARIOS Y ACTIVIDAD FISICA (KRECE - | SI NO
PLUS)
40 | Desayuna

41 | Desayuna un lacteo

42 | Desayuna cereal o un derivado

43 | Desayuna bolleria industrial

44 | Toma una fruta o un zumo de fruta a diario

45 | Come una segunda fruta a diario
46 | Toma un segundo lacteo o derivado a diario

47 | Come verdura fresca o cocida una vez al dia

48 | Come verdura fresca o cocida mas de una vez al dia.
49 | Acude mas de una vez a la semana a la comida rapida
50 | Le gustan las legumbres

51 | Come dulces y frituras vanas veces al dia

52 | Come pasta o arroz casi a diario

53 | Utilizan aceite de oliva en casa

54 - ; Cuantas horas ve television o juega videojuegos el nifio diariamente?

10

1 hora 2horas |3 horas |4 horas | 5 horas | 6 horas | 7 horas | 8 horas | 9 horas FOSiE

55- jCuantas horas dedica el nifio(a) a actividades deportivas extraescolares
semanalmente?

10

1 hora 2 horas | 3 horas | 4 horas | 5 horas | 6 horas | 7 horas | 8 horas | 9 horas Horas

56.- ;El nifio(a) realiza alguna actividad extraescolar cultural?

Sl NO (cual?




VI. SOMATOMETRIA DEL PACIENTE (llenado por el investigador)

57.- Peso: 58.- Talla:
59.- Percentil (CDC): 60.- IMC:
61.- Estado nutricional 62.- % grasa corporal

VIl CUESTIONARIO FACES Il

Instrucciones: Escriba en el espacic correspondiente a cada pregunta la respuesta
que usted elija segun el numero indicado:

Nunca (1) CasiNunca (2) Algunas veces (3) Casisiempre (4) Siempre (5)

No _biigéiil_ﬂ_;-ASUFﬁMIUA Nunca | Casl Algunas | Casi Siempre |
nunca | veces siempre

1 I.Ios miembros de nuestra familia se dan apoyo entre
si.

2 |En nuestra famiia se toman en cuenta las
sugerencias de los hijos para resolver los problemas
3 | Aceptames las amistades de les demas miembros de
la familia.

4 |Los hijos pueden opinar 2n cuanto a su disciplina. ]
5 |MNos gusta convivir solamente con los familiares mas
cercanos.

6 | Cuslguier miambro de la familia puede fomar la
autoridad

7 |Nos sentimos mas unidos entre nosotros que con
otras personas que no son de nuestra familia |
Nuestra familia cambia el modo de hacer las cosas. ]
Nas gusta pasar el tiempo libre en famiia.

0 | Padres e hijos se ponen de acuerdo en relacién con
los castigos.

11 _|Nos sentimos muy unidos.

12 |Cuando se toma una decision importanie, foda la
familia esta presente.
13 | Cuando nuestra familia se redne para hacer algo no
falts nadie

14 |En nuestra famiia las reglas cambian

16 | Con facilidad pedemos planear actividades en la
familia

16 | Intercambiamos los quehacares del hogar entre
nosotros

17_| Consultamos unos con otros para tomar decisiones
18 | En nuestra famiia es dificil dentificar quien tiene la
autoridad

19 |La union familiar @ muy importante,

20 |Es dificil decir quien hace las labores del hogar |

g 2 L=
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Anexo 4. Tablas de percentiles por sexo y edad (CDC)

2 a 20 afios: Nifias Newae _
Percentiles del Indice de Masa Corporal por edad # de Archivo
Fecha Edad Peso Estatura IMC* Comentarios
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35—
34—
33—
32—
=7 31—

L~
> 30—

*Para calcular el IMC: Peso (kgs) + Estatura (cm) + Estatura (cm) x 10.000
o Peso (Ibs) + Estalura {pulgadas) + Estatura (pulgadas) x 703 ,,’ 29—
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I' 20
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7
| o5 — = 25—
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— 23 — 23—
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—12 12—
kgs/m*{—| ' : ' —|— EDAD (ANOS) |- ' ' : ——kgs/m®
n f i n f i i i 1 i i i i i T TN O Y T 0 T O

2 3§ 4 & 8 7 & 9 10 11 12 13 4 15 16 17 18 18 20

Publicado el 30 de mayo del 2000 (modificado el 16 de octubre del 2000).

FUENTE: Dasarroliado por el Cantro Nacional da Estadisticas de Salud en colaborackén con el
Centro Macional pama la Prevencién de Enfermedades Cranicas y Promocian de Salud (2000),
hittp:/ wrw.cde.gov/growthchars
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Nombre

2 a 20 anos: Nifos

Percentiles del indice de Masa Corporal por edad # de Archivo
Fecha Edad Peso Estatura MC* Comentarios
IMC—
35—
34—
33—
32—
31
.
ra 30—
*Para calcular el IMC: Peso (kgs) + Estatura (cm) + Estatura (am) x 10.000 %
o Peso (Ibs) = Estatura (puigadas) = Estatura (puigadas) x 703 3 29—
—IMC 7 28—
L L
‘ 20
— 27 < A 27—
26 == e 26—
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— 25 7 = 25—
v = 75
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B = o = .4 = m’tl ||
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z 2
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Publicado el 30 de mayo del 2000 (modificado el 16 de octubre del 2000).
FLENTE: Desaroliado por el Cantro Nacional de Fstadisticas de Salud en colabomcion con al CDC
Centm Nacional para iz Prevencion de Enfamadades Cronicas y Promocion de Salud (2000). 7
hitph oo < SAFER+HEALTHIER+ PEOPLE"

Anexo 5. Curvas de referencia de grasa corporal por sexo y edad (British Medical
Journal)
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