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1. RESUMEN

Antecedentes: El proceso de envejecimientc estd ascciado directamente con una
mayor generacién de radicales libres (R.L.) y consecuentemente con dadc a biomoléculas
entre las que se encuentra el ADN. Asimismo, en los tltimos afos vardos estudios sobre el
estado de nutricién y antioxidantes han reporlado diversos beneficios en la prevencién y/o
recuperacién de enfermedades crénico degenerativas. De este modo, se seilala en especial
que la restriccion calérica tiene varios efectos benéficos debido a que reduce el estado
oxidativo y la generacién de R.L, mejorando ademds el sisterna antioxidante, procurando asi un
menor daiio en el ADN y optimizando los mecanismos de reparacidn, de tal modo que el
envejecimiento se curse con calidad de vida. Por o anterior, es de suponerse que el sobrepeso
propicie mecanismos opuestos a 1o antes sefialado, lo cual tedricamente se incrementa durante
el envejecimienio, no obstante es necesario realizar investigacion clinica con el fin de proponer
recomendaciones a la poblacidn con sustento tedrico cientifico.

Objetivo: Evaluar e! nivel de dafo y capacidad de reparacion del ADN de una
poblacién de ancianos con sobrepeso y de peso bajo de la Ciudad de México.

Material y Métodas: Se llevé a cabo un estudio de fipo transversal y comparativo en
una poblacién de 130 ancianos mayores de 60 aflos (86 mujeres y 44 hombres) divididos en 3
grupos; 1. Peso normal (50 sujetos con IMC = 25.5 + 0.9), 2. Peso bajo (30 sujetos con IMC =
22.3 +1.8) y 3. Sobrepeso (50 sujetos con IMC = 30.9 + 3.01), a los cuales se les determind el
daito y capacidad de reparacién de acuerdo a 'a técnica de eleciroforesis unicelular alcalina
{ensayo cometa).

Resuftados: Los datos mas relevantes del estudio mostraron gue el 56% de los
hombres presentaron peso normal, mientras que en las mujeres el 55% presenté sobrepeso.
Asimismo, el 42% de la pobtacion presenta dafio al ADN siendo para sexo masculino €l 57% v
para el femenino el 35% con sigaificancia estadistica {p = 0.01),

Por otro lado, el 50% de los ancianos con pese normal y bajo, presentaron dafo al
ADN, mientras que los ancianos con sobrepeso solo el 30% presenté dafio. Sin embargo, en la
magnitud de daito al ADN el 13% de los sujetos con peso bajo y scbrepeso presentaron de 10
a 12% de células con dafio a diferencia de los sujetos con peso normal dende solo el 4%
presenta la misma magnitud, Los valores medio de! nicleo y migraciones de la cola (sin
nicleo) y total son semejantes en los 3 grupos de estudio, asimismo el sobrepeso no mostrd
ser upn riesgo para presentar un daio en el ADN z 40%.

Finaimente, en la capacidad de reparacién, fueron los ancianos con peso bajo fos que
menor nimero de células con dafio presentaron a los 120 minulos, no obstante los porcentajes
de reparacién son semejantes en la poblacién de estudio, ya que no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa (p > 0.05).

Concilusiones: La mayoria de los ancianos no presenta daiio al ADN sin embargo, la
frecuencia de dafto es similar en los 3 grupos de estudio. La capacidad de reparacitn en los
ancianos con sobrepeso aungue un poco mas lenta no es diferente de los sujetos con peso
normal y bajo. '
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2. INTRODUCCION

E! envejecimiento, se caracteriza por un declive progresivo en las
funciones bioquimicas y fisiologicas de muchas drganos. Asi, una de las teorias
mas notables que trata de explicar dicho declive es la teoria del envejecimiento
por radicales libres, |la cual propone que la pérdida del funcionamiento
fisiolégico asociado con el envejecimiento es debido a la acumulacion de dafio
oxidative en vanas biomoléculas provocado por los radicales libres durante el
transcurso de la vida. En este sentido, entre las biomoléculas afectadas por un
estado oxidative se encuentra el ADN cuya importancia homeostética es
indiscutible, ya que es el almacén de la informacion genética que modula el
funcionamiento amodnico de todo el organismo. Asimismo, debido que Ia
oxidacién y produccion de radicales libres son inevitables, ya que son parte
integral del metabolismo celular, esta posee un complejo mecanismo de
defensa denominado sistema antioxidante, que intenta controlar yfo minimizar
la produccion y accion de los radicales libres. Dicho balance oxidante —
antioxidante se ve afectado por diversos factores entre los que se encuentran
principaimente la dieta, el estado de nutricidn, la actividad metabdlica, las
enfermedades, asi como el envejecimiento. En este sentido, el exceso de peso
corporal u obesidad esta asociada con un aumento en el riesgo de mortalidad
prematura, asi como en la incidencia de varnas enfermedades crénico-
degenerativas. Asimismo, un presrequisito para el desarrollo de la obesidad es
un balance energético posilivo, trayendo como consecuencia una mayor
actividad metabdlica, la cual esta inversamente relacionada con la longevidad
pero directamente unida con la generacidn de radicales libres y un estado

oxidativo mayor en individuos envejacidos.

Por tal motivo, el presente estudio pretende evaluar la influencia
del sobrepeso sobre el dafo al ADN y capacidad de reparacidn en linfocitos de
ancianos, para que los resultados permitan monitorear el estado de nutricion

con el fin de lograr un envejecimiento exitoso.
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3. MARCO TEORICO

El envejecimiento, un procesc bioldgico con mdltiples incognitas, se
presenta de manera secuencial e irreversibie en todos los organismos hasta
hacerlo perder en su totalidad su capacidad de enfrentar las condiciones de su
entomo, conduciendo a la muerte. No obstante, existen factores moduladores
{principalmente los de tipo genético, social y ambiental} que en determinado
momento pueden influir en la longevidad y las manifestaciones clinicas que
caracterizan al anciano sano, de tal forma que el envejecimiento curse con
calidad. Al respecto, el estado de nutricién constituye uno de los factores de
mayor importancia para el mantenimientc de la homeostasis durante el
envejecimiento.

Por tal motivo, a continuacién se presenta la informacion tedrica que
permita analizar los problemas nutricionales en el contexto gerontolégico, con
el fin de precisar el problema y la hipotesis, respecto a la influencia de Ila
obesidad sobre el posible dafio al ADN en linfocitos de ancianos.

3.1 Transicién Demogréfica.

La transicién demografica se refiere al proceso por el cual una sociedad
pasa de una situacion de altas a bajas tasas de fecundidad y mortalidad, cuya
consecuencia se traduce en una disminucidon de la mortalidad infantil y una
redistribucion de la piramide pablacional.

De aste modo, el reto que el mundo enfrentara en el siglo XX! en materia
poblacional es incalculable, ya que a mediados de 1993 la poblacion mundial
total era de 5,579 millones y para el afio 2000 se estima que habra 8,260
millones de seres humanos, de los cuales aproximadamente el 14% seran
mayores de 60 afos'. En nlimeros absolutos, la prospectiva demogréfica para
el afio 2000 indican que en Latinoamérica, serédn Brasil y México los lugares
con mayor poblacién anciana, siendo mdas de 20 millones para el primero y

alrededor de 12 millones para el segundo®.
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Por su parte, ia longevidad en el continenle americano es muy
heterogénea, ejemplo de ello son los contrastes mostrados en la esperanza de
vida al nacer de 76 y 83 afios para hombres y mujeres en Canadd en
comparacion con 47 y 52 para hombres y mujeres en Haiti®. En nuestro pais,
dicho indicador socicdemogréafico es de 70 afos en hombres y 78 afos en
mujeres, por lo que México es considerado entre los paises mas longevos de
América (Tabla 1)°.

La transicion demografica en nuestro pais, muestra un incremento
proporcionalmente mayor de la poblacion anciana en las Ultimas décadas; en
1950 habitaban 1,419,685 personas mayores de 60 afios, aumentando a
2,709,230 en 1970, a 5,969,643 en 1995, y teniendo 7,090,873 en el 2000,
esperandose alrededor de 17 millones de ancianos para el afio 2025*°,

Finalmente, el indice de envejecimiento definido como la cantidad de
personas mayores de 60 aflos o mas por cada 100 jovenes menores de 15
afios constituye un buen indicador de los cambios en la estructura poblacional,
reportandose para México en 1997 un valor de 17 el cual se estima que se
triplicara para el afio 2025 2,

3.2 Transici6n Epidemiol6gica.

Los cambios estructurales en ia poblacion debidos al aumenio en la
proporcidn de sujetos mayores de 60 afos, generalmente acompafiados por un
incremento en las tasas de mortalidad a causa de enfermedades cronicas y
degenerativas dejando en segunda plano los padecimientos infecto —
contagiosos se denomina transicion epidemiolégica®.

En los paises de América Latina y el Caribe, los patrones de morbilidad y
mortalidad han cambiado ya que las enfermedades infecciosas y agudas estan

siendo superadas por las de tipo degenerativas. En este sentido, las
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enfermedades cardiovascutares son la causa de mortalidad en 27 de los 37
paises de América.

Tabla 1. Poblacién y Esperanza de Vida en Paises de América

Pais Habitantes de 80 Porcentaje de 60 Afos de esperanza de

o mas afios o mas aitos vida al nacer (1997)
1997 2025 1997 2025 Hembres Mujeres
Argentina 4,046,759 8,303,040 138 17.2 7" 78
Aruba 8,916 21,079 131 286 73 a1
Barbados 34,047 67,718 13.2 243 72 7
Bolivia 488,412 1,202,703 6.4 10.0 57 63
Brasil 12,471,740 32,738,784 7.4 156 57 66
Canadé 4947821 10,521,953 16.3 277 7% 83
Cuba 1,417 555 2,842,476 12,9 243 73 78
Ecuador 768,147 2,281,085 6.3 128 69 74
El Saivador 413,538 934288 7.3 1.1 66 73
E.UA 44 158.531 82,501,033 16.5 248 73 79
Guatemala 621,804 1,672.291 53 1.5 83 68
Guayana 46,769 95,957 86 135 57 62
Haiti 418,916 721,246 6.3 7.1 47 52
Martinica 53,670 106,926 133 22.2 76 82
México 5,948,491 17,491,716 6.1 124 70 78
Nicaragua 184,598 607,172 4.1 75 54 69
Puerta Rico 526,307 975,438 138 231 Fa| 80
San Vicente 9,024 22,186 18 14.7 72 75
y Granadas

Fuente: Organizacién Panamericana de la Salud, 1998% ,

En lo que respecta a México, en 19840 las enfermedades del corazén
ocupa el noveno lugar de mortalidad y las seis primeras causas de muerte
correspondian a padecimientos de tipo infeccioso {Tabla 2), las cuales han sido
desplazadas por los padecimientos de tipo crénico degenerativo’, debido
principaimente a la transicidn demogréfica y a la sustancial mejoria en general
en las condiciones de vida de |a pablacién.




Tabla 2. Evolucién de las Principales Causa de Mortalidad Generales en México (1940 - 1990},

Orden 1940 1960 1880 1990
1 Diarrea y enteritis Gastroenteritis y colitis Accidentes Enfermedades del corazén
2 Neumaonla e influenza Neumonia e influenza Enf infecciosas intestinales Tumores malignes
3 Paludismo Enf proplas de Ia infancia Neumonia e influenza Accidentes
4 Saramplén Enfermedades de! corazén Enfermedades de! corazdn Diabetes mellitus
5 Homicidios Accidentes Tumores malignos Clertas afecciones originadas
en el periodo perinatal
-] Bronquitis Tumores malignos Enf cerebrovascular Neumonia e influenza
Enfermedades del higado y Homicidlos Cirrosis y otras enfermedades Enf infecciosas intestinales
cirrosis billares crénicas del higado
8 Debilidad congénita, vicios de Bronquitis Diabetes mellitus Enf cerebrovascular
conformacién congénitos
) Enfermedades del corazén Tuberculosis Homicidios Cirrosis y otras enf cronicas det
higado
10 Tuberculosis pulmonar Cirrosis hepatica Homicidios

Bronquitis crénica, enfisema y
asma

FUENTE: Secretaria de Salud, 1993",

dA 'SR w9}




Leén Reyes, MP. 7

Por su parte, las principales causas de morbilidad en la poblacion de
mayores de 65 afos (Tabla 3) son de lipe infeccioso, no obstante fa Encuesta
Nacional de Enfermedades Cronicas demostré un alto porcentaje de
subdiagnéstico de los padecimientos cronicos degenerativos®®, ejemplo de ello
es una prevalencia del 54% de hipertension arterial (HTA) en la poblacion de
60 a 64 afos, de los cuales dnicamente el 17.9% sabian del diagnostico,
siendo esto ademas cercanamente similar para el grupo de 65 a 69 afos cuya
prevalencia de HTA fue del 58.5%.

Por ultimo, entre !as principales causas de muerte en los mayores de 65
afios se encuentran las enfermedades del corazén, los tumores malignos, la
diabetes mellitus y la enfermedad cerebrovascuiar, en cuya fisiopatologia
actualmente se sefiala al estado de nutricion y la produccion de los radicales
libres presentes.

Tabla 3. Diez Principales Causas de Enfermnedades en el Grupo de 65y mas
Afios de Edad {Estados Unidos Mexicanos,1996).

No Padecimiento Casos Tasa*

1 Infecciones respiratorias agudas 880,771 21,3102
2 Infecciones intestinales 224,154 5,423.4
3 Hipertensién arterial 124,281 3,007.0
4 Diabetes mellitus 74138 1,793.8
5 Amibiasis intestinal 59,185 1,432.0
6 Neumonias y bronconeumonias 28,376 686.6
7 Otras helmintiasis 26,360 6378
8 Enfermedades isquémicas del 23,143 559.9

corazén

9 Enfermedades cerebrovasculares 18,659 451.5
10 Asma - 16,332 395.2

*Tasa por 100,000 habitantes
Fuente: Secretaria de Salud, 1997"".
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3.3 Cambios Biol6gicos Durante el Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso universal, presente en todas las
especies a diferentes nitmos, considerado como un fendmeno biolégico
intrinseco medificable por factores ambientales, progresivo y generalmente

incapacitante hasta llegar a la muerte'®.

Si bien, el envejecimiento puede definirse yfo describirse, no es posible
sin embargo precisar su inicio, ya que hasta el momento no existe un consenso
ni marcadores precisos que asi lo establezcan. Asimismo, no existe un acuerdo
interacional uniforme respecto a la edad cronolégica que se debe aceptar para
considerar a un individuo como anciano, ya que el acuerdo adoptado por las
Naciones Unidas en 1979 en Kiev, establece que los sujetos nacidos en paises
desarrollados serian considerados como viejos a partir de los 85 afios, mientras
que en los paises en vias de desarrollo serian a partir de los 60 afos,
conduciendo esto a problemas estadisticos y cientificos de comparabilidad. Por
tanto, es importante sefalar que la edad cronolégica es un indicador arbitrario
de envejecimiento y no constituye un buen predictor de envejecimiento
biolégico y psicologico, ya que los factores genéticos y ambientales se
combinan propiciando una individualizacion de dicho proceso''.

Finalmente, es importante conocer los parametros clinicos que permiten
distinguir entre el envejecimiento normal y el patologico sin olvidar que este
proceso es individualizado y los ancianos no necesariamente presentan todos
los cambios fisiologicos y clinicos esperados para esta importante etapa de la
vida (Tabla 4)'*".

3.4 Problemas Nutricionales del Adulto Mayor
La nutricién, entendida como el conjunto de funciones armonicas y

coordinadas entre si, de tipo bioquimico y fisiologico, esta presente en cada

una de las células, de la cuales dependen la composicidn corperal, la salud y




Tabla 4. Caracteristicas Clinicas del Envejecimiento.

Organo o sisterna

Cambios morfoﬂsiolbgicos

Caracteristicas clinicas

Piel

Qlfato, gusto y fonacién

Sistema cardivascular

Sistema enddcrino

+ Atrofia de la epidermis; de las glandulas sudoriparas;
foliculos pllosos y ufias.

+ Cambios pigmentario

+ Hiperqueratosis epidénmica

« Degeneracion del coldgeno y de las fibras eldsticas

» Esclerosis arteriolar

« Disminucidn de grasa subcutdnea

« Aumento de la fragilidad capilar

» Atrofia de las mucosas

« Hipotrofia de papilas gustativas (las papilas se reducen
on un 64% a !a edad de 75 aftos)

« Atrofia y pérdida de elasticidad de los mosculos y
cartilagos laringeos.

¢ Disminucién de elasticided de la media arteria con
hiperplasia de la intima

» Incompetencia valvular venosa

» Calcificaciones en las vélvulas cardiacas

» Rigidez de las paredes venosas

» Depésitos de lipofucsina y fibrosls del miocardio

« Aumento de |a resistencia periférica

« Disminucién del gasto cardiaco

» Deterioro de la microcirculacién

« Disminucién de ia tolerancia a glucosa
+ Disminucién de la actividad funcional tiroidea
¢ Cambios en la secrecitén de la hormona antidiurética

« Arrugas, resequedad, susceptibilidad a los traumas y
ulceras de decdbito, prurito, encanecimiento y caida de
pelo.

o Ufas fragiles,
crecimiento.

« Placas seborréicas
« Disminucién de las propiedades de aislamiento de |a piel

engrosadas, torcidas y de lento

» Deterioro del sentido de! gusto y olfato

¢ Disminucién de la sensibilidad al reflejo de la tos y la
deglucién

s Cambios en la voz

« Dilatacién y prominencia de {a aonta

« Presencia de soplos cardiacos

+ Predisposicion a 10s eventos tromboembélicos

« Disminucion en la capacidad de ta actividad fisica

+ Insuficiencia venosa, con el consecuente riesgo de
estasis y Ulceras troficas

» Transtormos de la microcirculacion periférica

« Predisposicién a la descompensacién en ios enfermos
diabéticos

= Respuestas metabdlicas lentas

* Respuesta tenta a los cambios de la osmoralidad
corporal

dW Sakay upa]




Tabla 4. Caracteristicas Clinicas del Envejecimiento,

Qrgano o sistema Cambios morfofisiclégicos Caracteristicas clinicas
Sistema « Engrosamiento de la meninges

nervioso central

Inmunidad

Sistema locomotor,
musculos, huesos

b
articulaciones

» Hipotrofia cerebral (el peso del cerebro disminuye en
10%)

+ DIsminucién de los procesos dendriticos

« Reduccién de la sustancia blanca

« Disminucién de la velocidad de conduccién

* Aumento del tiempo de respuesta refleja

» Involucion timica

« Inrunidad celular: disminucidn de la capacidad funcional
de los linfocitos T y descenso de la secrecion intereucinar
« Inmunidad humoral: descenso de la respuesta de
anticuerpos

» Aumento en los niveles de autoanticuerpos

» Atrofia muscular y disminucién de! impulso nervioso que
mantiene el tono muscular

« Ostopenia que puede llegar a la osteoporosis

« Cambios degenerativos en ligamentos, tejides
perianticulares y cartilago

+ Engrosamiento sinovial

« Lentitud en las respuestas intelectuales como agllidad
mental y capacidad de rezonamiento abstracto

« Disminucién de |la memora de corlo plaze y alguna
pérdida en la habilidad de aprendizaje

» Enlentecimiento de la coordinacién sensoriomotora que
preduce un deterioro en los mecanismos que controlan la
poslura, el soporte antigravitacional y el balance

+ Alergia cutanea

« Aumento del riesgo de reaclivacién de tuberculosis y
herpes zoster

» Mayor incidencia de neoplasias

» Menor respuesta a antigenos exiemos

¢ Pérdida de masa muscular

+ Predisposicion de calambres musculares

+ Presdisposicion para el desarrcllo de hemias

« Debilidad muscular

« Xifosis

« Disminucién de la estatura

« Disminucién de |a etasticidad y resistencia de las
articulaciones

« Rigidez articular y predisposicién ai dolor

Fuente: Anzola 1993"%: |ozano, 1992 Salgada, 1996/,
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por tanto, la vida misma, es consecuencia de factores biolégicos, psicologicos y

sociales'>'®

La composicion corporal también cambia con la edad, y se produce
comunmente una disminucion en la masa magra y mineral, acompariada de un
incremento en la proporcidn y acumulacidon de grasa en el organismo.
Asimismo, la disminucion de la masa magra e incremento de la grasa corporal
que se observa durante el envejecimiento puede deberse a cambios
hormonales, aiteraciones metabolicas y cambios en la ingesta y gasto

energético '"'°.

Asimismo, en el dmbito social se han identificado diversos mitos con
relacién a los alimentos del anciano considerado como nommal ciertos cambios
alimentarios que son originados por normas culturales yfo problemas
socioecondmicos, tales como el consumo de papillas, atoles, caldos y pan,
generando una disminucidn o desbalance en la ingesta caldrico — proteica,
vitaminas y minerales, ademés de la influencia que el anciano tiene sobre la
percepcion de su estado de salud, el cual en gran medida determina la eleccidn
de sus alimentos lo que al final se ve reflejado en su verdadero estado_
nutricional 2%,

Por otro lado, la malnutricién definida como un estado de equilibrio
negativo entre el aporte de nutnentes a los tejidos y sus requerimientos
minimos, debido a una ingesta inaproptada (falta o exceso) en la dieta o bien a
una utilizacién inadecuada de ésta por el organismo, puede dasificarse en dos

grandes grupas 2+

[} Desnutricion: caracterizada por una carencia significativa de
macro y micronutrientes.

)] Obesidad: o sobre nutricidon caldrico — lipidica que puede
acompanarse de carencias proteicas y micronutrientes.
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Es importante sefalar que la magnitud e impaclo de los problemas
nutricionales varian considerablemente dependiendo principalmente de la

edad, el sexo, estado soctoecondmico y pais en que se radique.
3.4.1 Obesidad.

La obesidad causa o potencializa muchos de los problemas de salud,
independientemente y / o en asociacidn con otras enfermedades. En particular,
esta asociada con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
coronarias, hiperlipidemias, hipertension arterial, en el incremento de incidencia
de ciertas formas de cancer, complicaciones respiratorias (apnea del suefio
obstructiva) y osteoartritis 72%%; de tal forma que estudios epidemiolégicos
han confirmado que el aumento en los grados de scbrepeso u obesidad son
importantes predictores para una disminucion en la longevidad. Por tal motivo,
la obesidad puede ser definida como una enfermedad en la cual el exceso de
grasa corporal fue acumulado de tal forma que la salud puede verse
severamente afectada &',

En la practica clinica, la grasa corporal es muy comln y simpiemente
determinada usando una formula que combina el peso y la talla. El fundamento
de esta relacién, basado en las principales vanaciones en el peso para
personas de la misma estatura es debido a la masa grasa y la formula mas
frecuentemente usada en estudios epidemioidgicos es el indice de masa
corporal (IMC). Este permite hacer comparaciones significativas del estado del
peso dentro y entre poblaciones e identificar individuos y grupos de riesgo para
morbilidad y mortalidad 7 Los puntos de corte para la clasificacion de
sobrepeso, propuestos por un comité de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para todos los grupos de edad en adultos se presentan en la tabla 5
7.3 No obstante, para poblacién gerontoldgica los puntos de corte se han
modificado, considerandose como personas con peso nermal aquellas que se

presentan IMC en un intervalo de 24 a 27%'.
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3.4.2 Epidemiologia de la Obesidad.

El sobrepeso y la obesidad, establecidos por un IMC de 25 a 30 kg!m2 y
de 30 Kg/m? o mas respectivamente, han sido estimados en mas de la mitad de
la poblacion adulta con edades entre 35 y 65 afos que viven en Europa. En
este sentido, el sobrepeso es mas comun entre los hombres que entre las
mujeres pero la obesidad es mas comun entre las mujeres. Asimismo, la
prevalencia de obesidad va del orden del 15%, con un intervalo del 10 al 20%
en los hombres, mientras que en las mujeres es del orden del 22% con un
intervalo del 15 al 25% *

Tabla 5. Puntos de Corte Propuestos por un Comité de la OMS para la

Clasificacién de Sobrepeso®
IMC (Kg/m?) Clasificacion de la OMS Descripcién Popular
< 18.5 Bajo peso Deigada
18.5-24.9 Sana, Normal, Aceptable
250-299 Sobrepeso Tipo | Sobrepeso
30.0-3919 Sobrepase Tipo ] Obesa
2400 Sobrepeso Tipo Hl Obesidad Mérbida

* Los datos aqui presentados son el reflejo de conocimientos adquirides a lo largo de estudios
epidemiolGgicos en paises desamoflados.

Fuente: Kopelman, 2000%"; Seidell, 199777,

Por su parte, en los Estados Unidos de Norteamérica la prevalencia de
obesidad ha aumentado del 12% en 1991 a 17.9% en 1998, con un constante
incremento en todos los estados socioecondmicos, en ambos sexos y a través
de los grupos de edad, razas y niveles de educacion (Tabla 6) 33",

En México, por su parte, la informacion sobre este aspecto es muy
escasa. En 1983, Alvarez sefald una prevalencia de 50 y 60% para poblacion
urbana y suburbana de nutricion inadecuada. Asimismo, se reporta que el
33.5% en hombres y 52.6% en mujeres de 60-69 afios a nivel nacional

presentan obesidad ¥
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3.4.3. Morbilidad y Mortalidad asociada con Obesidad.

E! exceso de peso esta acompafada tanto de una multiplicidad de
problemas (Tabla 7} como de profundos cambios en la funcion fisiologica del
organismo. Estos cambios hasta cierto punto, dependen principalmente de |a
distribucion del tejido adiposo. En general, la obesidad produce alteraciones en
el velumen total de sangre y la funcidn cardiaca, mientras que la distribucion de
grasa alrededor de la caja torécica y abdomen limita la excursion respiratoria vy,
por tanto, altera la funcién respiratoria. La deposicién intra-abdominal visceral
de tejido adiposo, es el principal contribuyente para el desarrollo de
hipertension, concentraciones de insulina plasmatica elevadas, resistencia a la
insulina, desarrollo de diabetes millitus e hiperlipidemias 7.3536

Tabla 6. Cambios en la Prevalencia de Obesidad en Adultos®.

Caracteristica 1991 ) 1998 % de Aumento
SEXO
Hombre 1.7 17.7 51.5
Mujer 122 18.1 474
EDAD
18-29 71 12.1 69.9
30-39 11.3 16.9 49.5
40-49 158 21.2 M3
50-59 16.1 238 479
60-69 14.7 21.3 44.9
270 11.4 146 28.6
RAZA
Blanca 1.3 16.8 4T3
Negra 19.3 269 39.2
Hispanica 11.6 208 80.0
Otra 73 119 62.0

“ Los datos son presenlados como porcentajes medios.
Fuents: Mokdad, 199977,

En este aspecto, datos recientes sugieren que la poblacién anciana
generalmente suele ser obesa, debide a gque tienden a ganar peso con el
tiempo. Ademds, fa localizacién de la grasa en los ancianos, se presenta
comunmente en el 4rea de la cintura el cual es un importante determinante en
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el indice de mortalidad. De igual manera, durante el proceso de envejecimiento,
la grasa visceral (aquélla que se deposita alrededor de los intestinos) es un
problema particular de la poblacién anciana, debido a que estudios
longitudinales han demostrado que el envejecimiento esta asociado con una
desproporcicnado aumento en la grasa visceral comparada con la subcutanea,

asociado ademas con una pérdida de masa muscular 3%,

Por tal motivo, & continuacion se describirdn las interacciones de Ja
obesidad con los principales problemas de salud presentes en el

envejecimiento.

Tabla 7. Padecimientos Mérbidos Asociados con la Obesidad.

APARATO O SISTEMA
Cardiovascular: Mama:
- Hipertensién - Céancer de mama
- Enfermedad coronaria - Ginecomastia masculina

- Enfermedad cerebrovascular
- Venas varicosas
- Trombaosis venosa intensa

Respiratorio: Utero y Sistema Urol6gico:
- Apnea del suefio - Cancer endometnal
- Sindrome de hipoventilacién - Céancer cervical
- Céncer de prostata
- Incontinencia urinaria
Gastrointestinal; Piel y Mascuto Esquelético:
- Hemia hiatal - Sazlpullido
- Célculos y colelitiasis - Infecciones por hongos
- Cimrosis e higado graso - Linfoedema
- Hemias - Celulttis
- Céncer colorectal - Acarifosis nigricans
- Hemorroides - Osteoartritis y Gota
Metabdlicos: Endocrino:
- Hiperlipidemias - - Hormona del crecimiento reducida

- Resistencia a {a insulina

- Diabetes mellitus

- Hiperandrogenizacién

- lregularidades menstruales

Respuesta a la prolactina reducida
Hormonas sexuales alteradas
Cortisol urinario libre aumentado

Fuente: Jung, 19977,
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Diabetes Melfitus: Muchos de los pacientes diabéticos no insulino
dependientes presentan sobrepeso, siendo alrededor del 75% en muchos
estudios. Asimismo, el IMC es el predictor dominante para el riesgo de
desarrollar diabetes. En mujeres el riesgo se eleva por encima de un IMC = 22,
siendo de 5 veces para un IMC de 25, 28 veces para un IMC de 30 y 93 veces
mayor para un IMC de 35. Por su parte, la tasa de prevalencia para mujeres
con edad de 55 anos o mas es de 5.8 con un intervalo de confianza de 4.2 -
7.4. Al mismo tiempo, comparado esto con mujeres de peso estable, una
ganancia de 8 a 10.9 Kg aumenta el riesgo de diabetes en 2.7 veces mas. De
igual forma, estos riesgos se han encontrado de manera semejante en
hombres y para todos los niveles de IMC de 24 o mas, pero con una tasa de

prevalencia de 3.4 y un intervalo de confianza de 1.1 a 8.3 2%

Enfermedad Cardivascularr Un nimerc de factores de riesgo
cardiovascular estan influenciados por el sobrepeso incluyendo la hipertension,
dislipidemias, factores homeostaticos. Hasta hace poco, se sabia que
dnicamente severos grados de exceso en el peso corporal aumentaban el
riesgo de presentar enfermedad coronaria. Sin embargo, evidencia reciente ha
mostrado una clara asociacion con una moedestia ganancia de peso. Asi, en el
estudio de Nurses', Willett encontré que el riesgo de enfermedad coronaria se
incrementa 2 veces mas en mujeres con un IMC entre 25 y 289 y 3.6 veces
para aquellas con IMC de 29 o mas . En hombres por su parte, un 10% de
aumento en el peso incrementa el riesgo de enfermedad coronaria en un 38%,
mientras un 20% de peso aumentado corresponde con un 86% mayor de

riesgo 2.

Problemas Respiratorios: Un incremento en la cantidad de tejido adiposo
en el torax y abdomen tiene un efecto predecible sobre las propiedades
mecanicas del térax y el diafragma, conduciendo a una excursién respiratoria
durante la inspiracién y expiracion, reduciendo el volumen del pulmén y
alterando el patrén de ventilacion de cada regidn. En resumen, el aumento de
la masa grasa conduce a una disminucion en e! complicado sistema

respiratorio de todo el cuerpo 2%,




Ledn Reyes, MP, 17

Céncer. Existen diversas evidencias entre el desarrollo de cé&ncer y el
exceso de peso corporal (Tabla 8). Si bien, la relacion entre el cancer de mama
y la obesidad no es del todo clara, la Sociedad Americana de Cancer encontrd
que aunqgue la tasa de mortalidad para dicho cancer no fue significativa, la edad
si presentd un impacto significativo sobre el riesgo de desarrcilar cancer de
mama. De este modo, las mujeres obesas premenopdusicas tuvieron el mismo
riesgo que las mujeres delgadas, pero en las postmenopdusicas, las mujeres
obesas exhibieron un riesgo mayor ***2, ademas de que la obesidad abdominal

y una historia familiar positiva incrementan este riesgo®.

Tabla 8. Riesgo de Mortalidad por Céncer y Obesidad*.

Tipo de Céncer Hombres Mujeres
£n cualquier sitio 1.33 1.55
Colorectal 1713 ——
Préstata 1.28 e
Vesicula y Vias Biliares —_— 358
Endometrio —_— 5.42
Cerviz — 2.39
Ovario P 1.63

* Los riesgos presentados son comparados de aguellos que ganaron 140% o mas del peso
ideal (100%) con aguelios que ganaron entre 80 y 109% del ideal. .

Al mismo tiempo, un estudio longitudinal por 12 afios realizado en
750,000 hombres y mujeres en los Estados Unidos revelé que el céncer
colorectal fue el principal causante de mortalidad excesiva por cancer en
hombres obesos (tasa relativa de 1.73 en hombres y 1.22 en mujeres),
mientras que en las mujeres, la alta prevalencia fue del cancer de vesicula y
vias biliares (mortalidad relativa de 3.6). Asimismo, la tasa de mortalidad para
el cancer de estémago y pancreas fue mayor para los hombres obesos (1.86 y
1.62 respectivamente) que para las mujeres, donde la tasa de mortalidad para
el cancer de estomago es de 1.03 y para el pancreas 0.61. De igual modo, se
encontrd que el riesgo relativo para el cancer endometrial es mas del doble en
mujeres de 60 - 69 afios con un indice de masa corporal entre 25 y 29 Kg/m® y
que este se incrementa 5.4 veces mas en aquellas con obesidad significativa
24 par tiltimo, el riesgo de mortalidad para el cancer de prostata fue de 1.29
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en hombres obesos, mientras que el de cervix y ovarios en las mujeres obesas
es de 2.39 y 1.63 respectivamente®.

Por o anteriormente mencionado, es necesario reiterar que la obesidad
no es un estigma social sino una enfermedad actual presente en todas los tipos
de sociedades, edades y grupos étnicos la cual, compromete seriamente la
homeostasis de los individuos.

3.4.4 Etiologia de la Obesidad.

La obesidad no es un desorden sencillo, sino un grupo de condiciones
heterogéneas con multiples causas, cada una de las cuales son expresadas
fina!mente como un fenctipo obeso. Dentro de los determinantes etiolégicos se

pueden mengionar 74,

1) Desérdenes enddcerinos e hipotaladmicos

i) Condiciones genéticas

1[}} Factores amhientales e influencias psicosociafes

IV}  Mediadores fisiolégicos (consumo y gasto energético)

1) Desérdenes enddcrinos e hipotalamicos: Se ha establecido que un
numero de desérdenes pueden contribuic al desarrollc de la obesidad, no
obstante estos representan Unicamente una muy pequefa proporcion de los
casos totales. £l mas comun y sencillo de los desdrdenes de este grupo es el
hipotircidisma, en el cual la ganancia de peso ocurre primeramente como una
consecuencia en la disminucion del gasto energético. Otros desordenes
incluyen al Sindrome de Cushing's asi como alteraciones en &l megtabolismo de
fos corticoesteroides, desordenes de las hormonas sexuales, insulinoma y
deficiencia en la hormona de crecimiento. Asimismo, los tumores hipotaldmicos
o dafio en esta parte el cerebro como una consecuencia de irradiacion,
infecciéon o trauma puede también conducir a la obesidad aparentemente
debido a un defecto en el control del apetito y subsecuentemente hiperfagia =
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Il) Consideraciones genéticas: A nivel pobiacional, e componente
genético de la obesidad es expresado en términos de herencia. Este, se refiere
a la proporcion de la variacion total de un caracter el cual es atribuido a
factores genéticos. La heritabilidad de |a obesidad puede ser considerada tanto
en términos de adiposidad total del individuo o de la distribucién de la grasa
corporal®. De tal forma, que datos de! Estudio Famitiar de Quebec sugieren
que el tamaifo de las fuentes de grasa intema son mas poderosamente
influenciadas por factores genéticos que por depésitos de grasa subcutanea. El
andlisis familiar sugiere que los factores genéticos pueden explicar el 37% de la
varianza en la tasa del grosor de los pliegues cutdneos en las extremidades y

el tronco™®,

La evidencia combinada de estos andlisis genéticos sugieren que la
obesidad es un desorden poligénico y que una considerable proporcién de la
variabilidad es no aditiva. Asimismo, estas influencias genéticas parecen operar
a fravés de genes susceptible, los cuales incrementan el riesgo para desarrollar
una caracteristica, pero no son esenciales para su expresién o por si mismos,

suficientes para explicar el desarrolio de ta enfermedad 7,

Por su parte, los genes candidatos, definidos como la parte del ADN qué
dirige la sintesis de una cadena polipeptidica especifica cercanamente
asociada con una enfermedad particular, pueden’ ser elegidos para su posible
efecto sobre la composicion de la grasa corporal, distribucion anatomica de la
grasa, consumo de alimentos y gasto energélico. Los genes candidatos los
cuales son asociados con ei fenotipo de obesidad incluyen: receptor Bs
adrenergico, lipoprotein lipasa, receptor D2 de la dopamina, receptor de los
glucocorticoides, factor de necrosis tumoral (TNF) y apoliporpoteinas B, D, asi

como el gen ob que codifica para la leptina 7%,

) Factores émbientales: Los factores ambientales pueden jugar un
papel critico en el desarrollo de la obesidad, ya sea por un enmascaramiento
genético o por susceptibilidades metabdlicas. Asi, interacciones genéticas
ambientales pueden sugerir que las diferencias en la susceptibilidad genética
dentro de wuna poblacién pueda determinar cuales individuos son mas
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probables de ser cbesos. De tal modo, que tales efectos pueden incluir una
alterada sensibilidad gastrointestinal en la actividad del sistema nervioso
simpatico o patrones espontaneos de actividad fisica por lo que, las influencias
ambientales actuan via un aumento en €l consumo energético ylo disminucion

del gasto energético #4345,

V) Mediadores Fisiol6gicos:

* Gasto energético.- Estudios en animales han sugerido que durante la
sobrealimentacion un incremento significativo en la tasa metabdlica puede
disipar el exceso de energia reduciendo asi, la ganancia de peso por debajo de
los valores tedricos. Al mismo tiempo, animales genéticamente obesos ganan
mas peso que los controles delgados aun cuando ellos sean alimentados a la
par, implicando esto una gran eficiencia metabélica. Un posible mecanismo
para dicho efecto s una disminucion en la termogénesis inducida por la dieta,
el cual es atenuado en modelos animales para obesidad debido a una
disminucién en la actividad simpéatica del tejido adiposo. Estos efectos
inequivocos scbre el gasto de energia en animales obesos, contrastan con la
escasa evidencia en humanos. Sin embargo, en humanos obesos, ha habido
persistentes reportes de una anormalidad baja en el consumo energético, el
cua! indirectamente implica que alli debe haber un defecto del gasto energético.
Asimismo, |a tasa basal metabélica (definida como la energia consumida por un
individuo en reposo, seguido de un ayuno noctumo, a una temperatura
ambiental confortable dentro de un rango termonewtral), es mayor en los
sujetos obesos que en sus contrapartes delgadas. Ademas, la actividad fisica,
representando el mayor componente variable del gasto energético y el cual
puede llegar a representar del 20 — 50 % de! gasto total energético, en sujetos

obesos con IMC > 35 esta grandemente reducida .

* Consumo energético.- El fracaso para identificar un defecto en el
control metabdlico del gasto energético, y la observacién contraria de aftos
niveles de dicho gasto en sujetos obesos ha conducido al enfoque sobre el
consumo de alimentos para explicar la eticlogia de la chesidad. El incremento
en el gasto energético asociado con el desarrollo de la obesidad
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automaticamente ayudaria a prevenir la continua ganancia de peso y por tanto,
el fallo en este sistema auto-regulatorio sugiere que ahi deberia ser
considerado el error en la regulacién del consumo de energia. Ademas, las
personas delgadas habitualmente son capaces de regular el consumo a la par
de sus requerimientos energéticos dentro de un gran rango, mientras que los
individuos obesos parecen ser incapaces de lograr este balance ©.

El progreso en el entendimiento del papel del consumo de energia en la
etiologia de la obesidad han sido seriamente confundidos por la profunda
inconsistencia de los reportes, la cual es en la actualidad ampliamente
reconocida como una caracteristica de la obesidad. Dicha inconsistencia en los
reportes puede deberse al nimero de causas, aunque la mas comunmente
sefalada es debido a que los individuos cambian sus habitos alimenticios como
una consecuencia de la presién para recordar el consumo de sus alimentos. No
obstante, existe una buena evidencia de que 10s macronutrientes individuales
{proteinas, grasas y carbohidratos) ejercen diferentes efectos sobre el
comportamiento alimenticio predominantemente por el resultado de sus efectos
sobre la saciedad. Estudios experimentales en la manipulacién de alimentos y
andlisis restrospectivos de recordatorios dietéticos, sugieren que las proteinas_
son las principales saciadoras, seguidas de los carbohidratos y por Ultimo las
grasas. Asimismo, sujetos en situaciones experimentales faciimente
sobrecomen cuando estan presentes ante alimentos ricos en grasas, lo cual
puede ocurrir dentro de una simple comida y ha sido descrito como una alta
hiperfagia de grasas o un sobreconsumo pasivo 74,

Finalmente, la obesidad es probablemente una de las enfermedades
mas complejas con respecto a su etiologia. La visidn simplista de que la
obesidad se desarrollara Unicamente cuando el consumo de energla excede al
gasto energélico sobre un periodo prolongado ocultaria las multiples influencias
que sobre ellas haf e ignoraria el potencial de la predisposicién genética y

cultural.
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3.5 TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO.

El envejecimiento es la acumulacion de cambios responsables de una
secuencia de alteraciones que acompanan el avance de edad, los cuales estan
asociados en un progresivo aumento en &l cambio de enfermedad y muerte.
Estos cambios pueden ser atibuides a enfermedades, medio ambiente,
disfuncion inmune y al nacimiento de un nueve preceso, el envejecimiento.
Asi, dichos cambios son aparentemente inalterables con una tasa de aumento
exponencial conforme avanza la edad’. De este modo, existen muchas teorias
{mas de 300) que han sido propuestas para tratar de explicar el fenémeno del
envejecimiento, sin embargo, ninguna es generaimente aceptada. De hecho, se
duda que una sola teoria pueda explicar todos los mecanismos del
envejecimiento (Figura 1)**%,

R
{ TEORIASDEL %
ENVEJECIMIENTO 34

Teowrfa Teoria Teoria
Molecular Celufar Sistémica

Emor en la sintesis Acumulacién intracehdar Sistema Nervioso

de proteinas ] de tipofucsina — Central —

Regulacion y ] ] Radicales Sistema ||
Mutacién genética libres Endbering
Enlace cruzado de J Divigibn cehdar _J Sistema __J

muoléculas reguiada por telémeros Inmunolbgico

Figura 1. Teorias del envejecimiento.
Fuente; Brink, 1995"%,
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De entre las diversas teorias, la de dafo por radicales libres muestra
una esperanza de aplicacién en la actualidad. Esta fue primeramente propuesta
por Harman en 1956, la cual se basé en la premisa de que un simple proceso,
que es modificable por factores genéticos y ambientales, fuera el causante del
envejecimiento y la muerte de los seres vivos™. La teoria postula que el
envejecimiento es causado por reacciones de radicales libres que pueden estar
involucrados en fa produccion de cambios ascciados con el ambiente, las

enfermedades y el proceso intrinseco de envejecer %

De este modo, la obesidad la cual esta asociada con un aumento en &l
riesgo de mortalidad prematura, asi como en la incidencia de varias
enfermedades crénico — degenerativas se caracteriza por ta presencia de una
mayor actividad metabdlica, la cual esta inversamente relacionada con la
jongevidad pero directamente unida con ia generacién de radicales libres, que
a la par con el proceso de envejecimiento genera un estado oxidativo mayor en
individuos envejecidos®"®2. Por tal motivo, es importante considerar como la
produccion de radicales libres puede afectar la pérdida del funcionamiento
fisiolagico del organismo, asociado con el envejecimiento, debido al darlo

oxidativo crénico acumulado en las biomoléculas.
3.5.1 Radicales Libres.

Un radical libre (RL) es una molécula o &tomo que contiene unc 0 mas
electrones desapareados. Este electron desapareado aitera la reactividad
quimica de la molécula o atomo, haciéndola mucho mas reactiva que su
correspondiente no radical, la reactividad quimica de los radicales varia
enormemente®™ >, Como tal los RL pueden ser formados por 3 vias:

1. Ruptura homolitica de una enlace covalente en una molécula normal,
donde cada fragmento retiene a uno de los electrones (') apareados:

X:Y X" +Y"*
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2. Fisién heterolilica, en la cual los e del entace covalenle son retenidos
por sdlo uno de los fragmentos de la molécula, aunque esto no origina

propiamente un RL sino iones, los cuales se encuentran cargados:

X:YoX +Y*

3. Transferencia de electrones, donde se presenta la adicion de un e
solitario a una molécula normal, esta transferencia de e- es mas comun en los
sistemas bioclégicos que la fision homolitica, fa cual generaimente requiere de
alta energia o de altas temperaturas, luz U.V o radiaciones ionizantes:

X+e X"

Los RL pueden estar cargados positivamente, negativamente o ser
electricamente neutros. Los € no apareados y la naturaleza radical de las
especies son indicadas convencicnalmente con un punto {*) a manera de

superindice. Ejemplos de moléculas RL incluyen™®’:

- Anion superoxido (027)

- Hidroxilo (OH) e hidroperoxilo (HOO")

- Peroxil (RO7)

- Alcoxil (RO

- Oxidos de nitrégeno (NO, NOz ONOO")
- Thil o con centro de azufre (RS)

En general los RL pueden reaccionar con otros radicales y con
moléculas no radicales. Cuando dos radicales se llegan a encontrar, ellos
pueden combinar sus e desapareados y formar un enlace covalente. Cuando
los RL reaccionan con moléculas no-sadicales lo hacen casi siempre de 3
maneras; i) un radical puede donar el € desapareado a un no-radical
{reduccién del radical), i) puede fomar un € de otra molécula y aparearse
{oxidacién del radical) o iii) simplemente juntarse a un no radical. Cualquiera de
estos 3 tipos de reacciones que ocurran, las moléculas no-radicales se
convertiran en radicales. Una caracteristica de las reacciones de los RL con no
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radicales as que tienden a actuar como reaccidon en cadena, donde un radical

da origen a otro %8

Especies Reactivas de Oxigeno (R0OS).- Los RL méas importantes dentro
de los sistemas bioldgicos son los radicales con centro de oxigeno y su
interaccién con especies nitrogenadas. La reaccibn del oxigeno por

transferencia de un e producira el anion radical libre superdxido (027) **5%:

O;+e- 50y

Sin embargo, las reacciones dafiinas no son creadas por el superdxido
sino por el radical hidroxile (QH") y el anién peroxinitrito (ONQO’). En
soluciones acuosas el superdxido puede reaccionar con oxido nitrico y formar
anion peroxinitrito yfo producir perdxido de hidrégeno (H202) por medio de una
reaccion de dismutacion (los reactantes RL producen productos no radicales):

20,7+ 2H* - Hz02+ 0,1

Esta reaccién puede tener lugar de manera espontanea, pero “in vivo® es
catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD). El Hz02 no es un RL
sino que cae deniro de la categoria de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que incluyen no sélo radicales libres de oxigeno sinc también derivados
oxigenados no-radicales que estan involucrados en la produccion de radicales

de oxigeno.

El H2Q7 es un importante componente en la bioquimica de los RL ya que
si no es eliminado por las enzimas catalasa o glutation peroxidasa, pueden
producir el mas reactivo y dafiino de los RL generados en presencia de iones
de transicién: el radical hidroxilo (OH?) 2%

H202+ Fe?* — OH' + OH" + Fe**
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La reaccién de arriba se le conoce como reaccion de Fenton catalizada
por hierro. Ei radical hidroxilo, puede también abstraer 4tomos de hidrégeno de
muchas moléculas biolégicas, incluyendo los tioles, resultando en la formacion
de radicales con centro de azufre (radicales thyil), los cuales pueden
combinarse con el oxigeno y generar radicales oxisulfuro como RS0y y RSO,

los cuales dafian moléculas bioldgicas.

Asimismo, los iones metalicos de transicion que poseen nudmeros de
oxidacién variable como el hierro (Fe?* y Fe*) y el cobre (Cu® y Cu®') combinan
estados de oxidacion que involucra la aceptacion y donacién de electrones

simples:

Fe> +e o Fe”

Cu®* +e o Cu*

De este modo, los iones metalicos de transicibn son notablemente
buenos promotores de reacciones de radicales libres. El hierro ferroso (Fez") y
el cobre cuproso (Cu’) son muchc mas reactivos con el Hy0, que sus
contrapartes oxidados, férrico (Fe*) y clprico (Cu®') respectivamente. Ademas
la auto-oxidacidn de dichos metaies reducidos también puede generar anién

superéxido 545558,

Fe® + 0, > Fe* + 0"

Cu'+0, 5> Cu® + 0y

De esta manera las reacciones de los iones metalicos de transicidn con
el oxigeno pueden ser consideradas como reacciones redox reversibles y son
extremadamente importantes en |a produccion de RL (Figura 2)*.
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. M;
{ [ od
CATyGP \

HO + 120,

Figura 2. Irteraccidn de las especies de oxigeno activas.
M = metal iénico; SOD = superbxido dismutasa; CAT = catalasa; GP= glutation peroxidasa.
Fuente: Anderson. 1996

En resumen, se puede decir que el anion superdxido, aunque es un RL
no es una especie particularmente daifiina, es principalmente un reductor en
esencia y su principal significancia es como fuente de H»02 y como reductor de
metales idnicos de transicién. EL H20:z s un agente oxidante no especialmente
reactivo y su papel principal es el de generar al radical hidroxilo en presencia
de metales de transicién. En ausencia de catalizadores el Oz y el H202 son

faciimente eliminados y virtualmente inofensivos>**69,

El radical hidroxilo, el mas importante de todos, es un radical oxidante
extremadamente reactivo que reacciona con la mayoria de ias biomoléculas a
tasas de difusion controladas. Por lo tanto, no difundird a una distancia
significante dentro de la célula antes de reaccionar, ademas tiene un ty
extremadamente corto pero es capaz de causar un gran dafio deniro de un

radio pequeiio desde su sitio de produccion®*>°82,
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352 Prodqccién de RL en las Células.

Con la excepcion de circunstancias inusuales tales como la influencia de
radiacion ionizante, los RL son generalmente producidos en las células por
transferencia de e, estos pueden ser mediados por la accién enzimatica o no

enzimatica.

El radical superéxido es generado in vivo como un producto normal de
diversos procesos metabdlicos (Tabla 9)*, por ejemplo los fagocitos activados
generan anion superdxido como parte de su papel fisioldgico, ya que constituye
un mecanismo necesario para combatir infecciones. Aunque los RL son
producidos Unicamente en la interfase de la membrana plasmética del fagocito
y la bacteria, algunas pérdidas de superoxidos, perdxido de hidrégeno y otras
especies reactivas oxigenadas son inevitables, las cuales pueden difundir y
atacar a las diferentes biomolécutas (Figura 3) %4451,

fagosoma

membrana
celutar

Figura 3. Formaci6n de radicales de oxigeno bactericidas en el interior de una célula fagocitaria.

—pp Alaque; . Difusién.
Fuente: Huberman, 1996%",
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Bajo circunstancias normales, la mayor y principal fuente de radicales
libres en la célula es por pérdida de electrones por los complejos
transportadores de electrones dentro de la mitocondria y el reticuto
endoplasmico.

Tabla 9. Algunas Fuentes Fisiolégicas de Anién Superéxido.

FUENTE OBSERVACION
Auto-oxidacion de oxihemoglobina Hem-Fe®'-0, —» Hem-Fe™ + O~
Reticulo Endoplésmico El O, es formado durante la oxidacion de una

variedad de sustratos endtgenos y exégenos
por el sistema citocromo P450 y bS.

Accion enzimétice (xantina-oxidasa) Particularmente  importante  durante [a
reperfusion del tejido después de la isquemia;
%antin + Oy — 4c. drico + O

Auto-oxidacién de moléculas pequefias Una gran variedad de moléculas pequefias
capaces de sufrir reacciones de oxidacién —
reduccion como los tioles, hidroquinonas,
catecolaminas, flavinas, etc son productores
de O,

Estallido respiratorio 2 Op + NADPH — O, + NADP' + O,

Cadena transportadora de e- en la mitocondria Pérdidad de electrones de sitios importantes;
NADH-coenzima Q reductasa se reduce y
formando coenzima Q: O, + NADP' + O,

Fuente: Bunkar, 19925%,

Generacién mitocondrial de especies de oxigeno reactivas y radicales
libres- En la mitocondria normal, la maquinaria de produccion de energia
consiste fundamentalmente en la cadena transporiadora de electrones: una
serie de cuatro complejos moleculares grandes y dos pequefios. Los complejos
| (NADH deshidrogenasa) vy Il (succinatc deshidrogenasa ) captan las
molécutas NADH y FADH: proverientes del metabolismo las cuales contienen




Ledn Reves, MP. 30

a los electrones y los envian, a través de una serie de reacciones a la

ubiquinona, el lugar de mayor generacion de radicales libres®.

La ubiquinona, por su parte transfiere [os electrones en sentido
descendente por el resto de la cadena (complejo Hil) hasta ilegar al complejo |V
(citocromo ¢ oxidasa) donde interaccionan con el oxigeno molecular e iones
hidrogeno para formar agua: e + Oz + H' - H:0. Asi mismo, el fiujo de
electrones provee un gradiente de protones (H") necesarios para activar al
complejo V {ATP sintetasa), el cual emplea la energia suministrada por los

protones para fabricar ATP %52,

En este sentido, los radicales libres se forman a partir de ios elecirones
que se escapan de la cadena transportadora de elecirones, muestra de ello es
la regidn ubisemiquinona-citocromo b, lugar donde se forman la mayor cantidad
del radical anion superoxido y la generacién de perdxido de hidrdégeno (Figura
4)508364,

La produccién de radicales en la mitocondria ocurre principaimente
debido a que la coenzima Q semireducida dona su electrén al oxigeno, el cual
es abundante en ja mitocondria, conduciendc esto a la generacién del anidn
superéxido (027} Subsecuentemente la reduccitn de un electron del radical
anién superdxido por otra coenzima Q semireducida yfo por la enzima
superdxido dismutasa dependiente de Mn resultaré en {a produccién de Hz0,
el cual puede difundir facilmente a través de la mitocondria y llegar a otras
membranas celulares, por lo que si no es eliminado puede interaccionar con el
hierro en la clasica reaccidn quimica de Fenton resultando en la produccion del
radical hidroxilo (OH"), el cual puede atacar una gran variedad de
macromoléculas (como el ADN) causando dafio oxidative. Ademas, durante el
proceso de envejecimiento la tasa de generacion mitocondrial de O2"fH20:
aumenta, pasando del 1-5% al 15-50% contribuyendo esto con un sumento
concomitante de dafo oxidativo mitocondrial asi como de otros componentes

celutares®.
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* GENERACION DE RADICALES LIBRES EN LA MITOCONDRIA.

COMPLESO | COMPLEJO B! COMPLEIC iv COMALESDV
ductss. € oxilase ATP sinlotzsa
4G 1
T
aCu ’
. 3
N =

HP 120,

QH
\ Fe(ma
i QH‘
on > F0 P

ADP  ATP

Fig. 4. Modelo por el cual, el succinato induce la generacidn de radicales en la mitocondria.
Los equivalentes reducides generados en la conversibn del succinate a fumarato por el
complejo Il de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria causa una reduccidn
secuencial del transportador de electrones liposolube, Hlamado ubiquinona {Q). Una reduccién
de un electrdn det oxigeno por fa ubiquinona semireducida (QH*) resulta en la produccién del
radical superdxido, el cual conduce a una subsecuente generacién de especies oxigenadas
reactivas.

Fuente: Gabbita, 1997,

3.5.3 Dafo a biomoléculas.

Una vez producidos los radicales libres, asi como las especies de
oxigeno reactivas, estos tienen ia capacidad de difundir a través de 1a célula y
atacar diversos componentes celulares. Los blancos prominentes de las
especies reactivas de oxigeno son: acidos grasos poliinsaturados, proteinas y
ADN®,
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Peroxidacidn lipidica.- Las membranas celulares son fuentes ricas de
acidos grasos poliinsuturados (PUFAs) como el acido araquidonico, los cuales
son facilmente atacados por radicales libres. El proceso general de

peraxidacion de lipidos puede entenderse bajo el siguiente esquema:

LH+R* > L"+RH

L*+ 02 - LO0*

LOO* +L'H - LOOH + L™
LOOH - LO, LOO, aldehidos

donde LH es el PUFA blanco y R® el radical oxidante de iniciacion. L® es un
radical Acido graso y LOO* es un radical acido graso peroxil, LOOH son

hidroperéxidos lipidicos y LO® es un radical lipidico alcoxil 4.

Cuando el radical hidroxil {OH") es formado adyacente a la membrana,
es capaz de abstraer un atomo de hidrégeno (H"). A pesar de que el radical
OH" ha sido inactivado, un radical acido graso ha sido formado (L") el cual
después de un arreglo motecular {dieno conjugado) puede reaccionar con el
ox{geno formando el radical acido graso peroxil {(LOO®). Los radicales peroxil
son los transportadores de la reaccion en cadena y pueden, por tanto, oxidar
otras moléculas PUFA e iniciar nuevas cadenas, produciendo hidroperéxidos
lipidicos (LOOH) tos cuales pueden formar peréxidos ciclicos y fragmentarse en
presencia de iones metalicos de transcién o en reacciones andlogas con H;0»
produciendo mas radicales lipidicos (peroxit y alcoxil) asi como una amplia

gama de compuestos, especiaimente aldehidos %4

Los aldehidos, siempre son formados cuando los hidroperdxidos
hpidicos son fragmentados y muchos de ellos son biologicamente activos,
particularmente una clase conocido como hidroxialquenos, cuyo miembro mas
conocido es el 4-hidroxinonenal. La acumulacion de hidroperdxidos lipidicos en
la membrana desorganiza su funcién y puede provocar un colapso; los
radicales peroxil y los aldehidos citoldxicos por su parte, causan dafo severo a
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las proteinas de membrana, inactivando receptores y enzimas ligadas a esta
54.67.

Oxidacion de proteinas.- Las proteinas son otro tipo de biomoléculas
susceptibles a ser oxidadas por radicales libres. Su grado de oxidacion y dario
depende de varios factores. Desde luego, la oxidacion de aminoacidos y
proteinas esta limitado por el radical mismo: su naturaleza, reactividad,
localizacién y proximidad de éste con la biomolécula. Asi, diversos aminodcidos
han mostrado ser modificados por especies de oxigeno reactivas, por ejemplo
la leucina, tirosina y triptdfano. En una estructura compleja como la proteina, ia
adicién a la cadena de aminoécidos modificados o reacciones de oxidacion son
capaces de destruir at menos parcialmente, la estructura secundadia y terciaria
de la macromolécula. Este proceso es acompafiado por una exposicion de los
dominios hidrofébicos en la superficie protéica, dichos dominios tienden a
pegarse y formar agregados no covalentes. Ademds de las reacciones de
entrecruzamiento, las cuales forman redes insolubles, se presentan los
entrecruzamientos de moléculas proteicas. Estas reacciones pueden ser
debidas a la accion del oxidante mismo, como es la formacion del 2,2-difenil a
través de radicales tirosil o debido a la accidén de entrecruzamiento de azucares
y lipidos. Asimismo, los oxidantes son capaces de romper el enlace quimico de
los polipéptidos, dicha ruptura ccurre en el Ca del polipéptido resultando en
productos peptidicos y no peptidicos, como en el caso de la degradacién por
enzimas proteoliticas, Si bien, la formacion de fragmentos peptidicos han sido
reportados in vitro, no existe alin evidencia de que tales fragmentos estén

presentes in vivo ®.

Dafio al ADN.- El ADN, una molécula Gnica por estar presente en copias
simples y de gran importancia debido a que posea la informacion genética
necesaria para la supervivencia o muerte de la célula, recibe el ataque de los
radicales libres a una tasa aproximada de 10,000 golpes/dia®"*
una plétora de lesiones, entre las que se encuentran: bases oxidadas, sitios
apurinicos {AP) debido a la ruptura del enlace glicosilico con la base y ruptura
de hebra, causado por la fragmentacidn y oxidacion de la deoxiribosa en la

, provocando

columna del ADN.




Ledn Reyes, MP. 34

Alteraciones en el Azucar: Una importante lesion efectuada bajo
condiciones prooxidantes es la escision o ruptura de hebra simple en el cual el
radical hidroxilo esta involucrado, el inicio de esta alteracion se cree es el

siguiente” ™

El ataque del OH inicia en el carbono 4 del azucar. For abstraccién del
hidrégeno a dicho carbono un radical concénlrico es formado. Posteriormente,
se adiciona una molécula de oxigeno para generar un radical peroxyl.
Después, rearreglos sucesivos conducen a fa ruptura del anillo del azicar
seguido por una f-efiminacion. Una base propenal es liberada y las dos hebras
remanentes de ADN sostienen un residuo terminal 3'-fosfoglucolato y &'-fosfato,
respectivamente (9,10). £l residuo terminal 3"-fosfoglucolato es un marcador
de ruptura de ADN producido por el ataque del radical hidroxilo 772,

Dafto en las Bases: Muchos tipos de modificaciones a! ADN son
generados por las especies de oxigeno reactivas, las mas comunes son las
modificaciones de bases de las cuales mas de 20 han sido determinadas hasta.
ahora y varias de estas bases modificadas han mostrado ser mutagénicas

(Flgura 5) kil ,74,75'

NH3
7 H—
\N NH2

&, 6-Disning 5~
Thysine Slycol . S-Hydroxynethpluracil farmaxddopgridine

Figura 5. Principales modificaciones de bases de! ADN.
Fuente: Meneghini, 19977".




Ledn Reyes, MP. 35

De estas, la 8-oxoguanina ha sido ampliamente investigada por su
potencial para generar las transversiones guanina —» timina (G -» T) en varios
sistemas. De este modo, enzimas reparadoras con relativa especificidad hacia
estas lesiones han sido desarrolladas en sistemas biolGgicos, como es en
bacterias y eucariotas supericres. Por ejemplo, una 8-oxoguanina ADN
glucosilasa es responsable de reparar esta lesidn en bacterias y células de
mamiferos; dicha enzima posee dos sitios activos, uno glucosilado, el cual
elimina la base modificada y origina un sitio abasico, y una endonucleasa
abasica, el cual corta la union fosfodiester continua de la posicion de la base

ausente®,

El patrén general de las modificaciones del ADN expuestas
anteriormente sefala el papel del radical hidroxilo como [a especie atacante. El
fundamento dado hasta ahora es el siguiente’: un estado prooxidante en la
célula puede generar diversas especies reactivas, entre las cuales el H20; es
notablemente manifiesto. El H20; es parcialmente destruido por la catalasa y la
glutation peroxidasa en el citosol, pero puede eventualmente llegar al nicleo. El
hierro unido a la cromatina reaccionard con el HzO, produciendo OH' in situ.
Esta especie que es sumamente reactiva atacara a los residuos de ADN
cercano produciendo las medificaciones arriba mencionadas (Figura 6).

Fig. 6. Modelo que explica la produccion de modificaciones al ADN por fa reaccién
de Fenton in situ a nivel del ADN,
Fuente: Meneghini, 19977".
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Deteccién del Daiio al ADN.- Las técnicas, que permiten la deteccion
sensible del dafio y reparacion del ADN son fundamentales para los campos de
investigacion en toxicologia del envejecimiento e investigaciones clinicas en
toxicologia genética y epidemiologia molecular, debido a que el dafic al ADN
inducido por agentes toxicos es frecuentemente tejido — célula especifico, una
técnica optima seria aquella que detectara dario y reparacién del ADN en
células individuales obtenidas bajo una amplia vanedad de condiciones
experimentales. De este modo, los métodos mas comunmente usados para

determinar e! dafio y reparacién del ADN incluyen 757

A) El recuento de aberraciones cromosomicas.

B) Microndcleos yfo intercambio de cromatidas hermanas en
poblaciones de células en proliferacion.

C) La deteccion de sintesis de reparacion del ADN (también llamada
sintesis de ADN no programada) en células individuales.

D) Deteccién de rupturas de hebras de ADN simple y sitios alcalino

Iabiles en poblaciones celulares, conocido como ensayo cometa.

Si bien, dichas técnicas proveen informacion acerca def dafio en células
individuafes, las técnicas citogenéticas presentan la gran desventaja de
necesitar la proliferacion de ‘as poblaciones celulares, ya que el dafio al ADN
debé ser procesado dentro de lesiones visibles microscopicamente.

El Ensayo Cometa o Electroforesis de Células Unicas: En 1978 Rydberg
y Johanson fueron los primeros en cuantificar directamente el dafio al ADN
(ruptura de hebra) en células individuales embebidas en agarosa sobre
portaobjetos, lisadas y colocadas bajo condiciones suaves de alcali, para
permitir el parcial desenrroliamiento del ADN. Después de la neutralizacion, la
células fueron tefiidas con naranja de acriding y la extension det dafio al ADN
cuantificado por la tasa de fluorescencia de células de color verde (indicando
daoble hebra de ADN) y rojo (indicando hebra sencilia de ADN) usando un
fotémetro. Para mejorar la sensibilidad en la deteccion del dafio al ADN en
células individuales Ostling y Johanson en 1984 desarrollaron una técnica de
electroforesis en microgel conocida comunmente como ensayo cometa. En
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esta técnica, las células embebidas en un gel de agarosa son colocadas en un
portaobjetos, lisadas por detergentes y altas concentraciones de sales, una vez
liberado el ADN este es electroforizado bajo condiciones neutras. Las células
con un gran dafno muestran una migracion de ADN aumentado hacia el anodo.
La migracion del ADN fue tefido con bromuro de etidio y cuantificado a travé
de la medicion en la intensidad de la fluorescencia usando un fotomicroscopio.
Sin embargo, con este ensayo se puede detectar Gnicamente la presencia de
ruptura de doble hebra del ADN, y por tanto, su utilidad ha sido limitada a

estudios involucrando radiacion y quimicos radiomiméticos "7,

En 1988, Singh y cols. introdujeron una técnica en microge! involucrando
la electroforesis bajo condiciones alcalinas (pH > 13) la cual es capaz de
detectar rupturas de hebra sencilla, lesiones alcalino — labiles de ADN,
entrecruzamiento del ADN y sitios de reparacidén incompletos en células
individuales. Debido, a que casi todos los agentes genotoxicos inducen en
orden de magnitud méas rupturas de hebra simple y lesiones alcalino ~ |abiles
que rupturas de hebra doble, este ensayo alcalino proporciona una sensibilidad

grandemente aumentada para la deteccion de dafo al ADN inducido "¢,

Si bien, los fundamentos principales son idénticos, diferentes
metodologias en microgel han sido desarrollados basadas tanto en el ensayo
neutral de Ostling y Johanson, como del ensayo alcalino de Singh y cols. Sin
embargo, las principales variables técnicas que afectan la sensibilidad y
mejoran la capacidad del ensayo incluyen "¢

1) La concentracién de la agarosa de bajo punto de fusion.

2) La composicion de la solucion de lisis.

3) La composicién y pH del buffer de electroforesis.

4} Las condicionas electroforéticas tales como el voltaje, amperage y

duracién.

La seleccién de cual método usar, dependera del propésito dei estudio y

de los objetivos del investigador.
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Aplicaciones del Ensayo Cometa:

i) Estudios sobre genotoxicidad.- Una muy udtil aplicacidon de la técnica
unicelular alcalina es en el area de toxicologia genética, un gran numerc de
investigadores han usado el ensayo alcalino a pH > 13 para evaluar tanto in
vivo como in vilro quimicos genotdxicas. En este sentido, una gran variedad de
células normales y transformadas incluyendo humanas, animales y vegetales
han sido empleadas para estudios in vitro, y la cantidad de quimicos probados
en esta drea de investigacién aumenta rapidamente cada afio, de hecho el
primer uso practico det ensayo cometa en la genotoxicidad fue probando la
evaluacion en [a capacidad mutagénica de agentes generados por el
tratamiento de permanganato de potasio (KMnOs) con soluciones acidas,
siendo de este primer reporte, a la actualidad mas de 192 quimicos probados,
entre los que se encuentran; pesticidas, metales, opiaceos, farmacos,

antineoplésicos, etc ™.

Il) Aplicaciones Clinicas.- La posible utilizacion del ensayc cometa en el
drea clinica fue propuesto por Ostling quien aplic la versidn neutral para
evaluar jos niveles de dafo al ADN en células de tumores de pacientes quienes
recibieron radiolerapia para la enfermedad de Hodgkin's, linfoma no- Hodgkin's,
carcinomas de células escamosas y adenocarcinomas. Asimismo, Qlive y cols
usé el ensayo a pH 12.3 para monitorear el nimero de células con hipoxia en
células de cancer de mama humano basado en su relativa insensibilidad para 5
a 10 Gy de rayos X. Por su parte, Klieman y Spector usaron la versidn alcalina
para determinar el dafio al ADN en células epiteliales cristalinas tomadas de
individuos afectados con cataratas y de controles sanos. Ademas se han
realizado estudios con células epiteliales de vejiga obtenidas del tracto urinario
en pacientes con cancer y de mucosa gésfrica y nasal obtenidas en forma de
biopsia. Estos ensayos, han sido propuesios para predecir 1a respuesta celular

a la quimioterapia .

lil) Estudios sobre Reparacién del ADN.- Debido a sus caracteristicas, el
ensayo cometa ha sido usado para evaluar la habilidad de virtualmente
cualquier tipo de células eucariotas para reparar las diferentes clases de dafio
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al ADN, incluyendo ruptura de hebra doble y sencilla y dafio basal. La version
neutral y alcalina del ensayo han sido empleadas para ensayar la reparacion de
rupturas de hebra doble y sencilla, respectivamente. Las rupturas de hebra
doble y sencilla inducidas por radiacion ionizante son eficientemente reparadas
en celulas normales, el 50% del dafic es reparado dentro de los 15 minutes y la
reparacion completa ocurre dentro de 1 a 2 horas. Finalmente, una importante
caracteristica de esta clase de estudios de reparacion de ruptura de hebra, es
la capacidad para reconocer a los individuos con capacidad de reparacion
alterada, ejemplo de ello es lo encontrado por Rojas y cols (1996) quienes
sefialan una importante retardo en la reparacidén en linfocitos de donadores

sanos expuestos a pentoxido de vanadio™.

V) Monitorizacion Humana.- Otra importante aplicacion del ensayo
cometa es la monitorizacion de humanos, ensayando el dano al ADN en células
tomadas de individuos expuestos ocupacional y/o ambientalmente. Muchos
estudios en humanos han evaluado el dafio al ADN en células de sangre
nucleadas, usando principalmente muestras de linfocitos de individuos con
historia de exposicion, obteniendo datos tanto positives como negativos. En
este sentido, se han realizado mas de 20 estudios donde se ha evaluado el

dafio al ADN con exposicién al tabaco, la actividad fisica, la alimentacion, etc ™
79

3.5.4 Defensas contra los RL.

Debido a que la oxidacion y produccién de radicales libres son parte
integral del metabolismo humano, el organismo ha desamollado un complejo
sistema antioxidante para controlar la produccion y reducir el dafio causado por
los radicales libres. De este modo, un antioxidante puede ser definido como
una substancia que cuando estd presente a bajas concentraciones comparado
con los substratos oxidables, significativamente refrasan o previenen la
oxidacion del substrato %,
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Los antioxidantes pueden ser clasificados de acuerdc a su modo
(preventivo, rompimiento de cadena), sitio (intracelutar, extracelutar) o
mecanismo de accidén (enzimatico y no enzimatico), sin embargo la forma mas
conveniente de clasificacion de los antioxidantes es por su sito de accion.

Antioxidantes Extracelulares

Vitarmina E. La vitamina E incluye a varios componentes estrechamente
relacionados los cuales incluyen al g-tocoferol asi como alos i, v, 8, &, Cy v
tocoferoles. El mas abundanteen los sistemas bioldgicos es el a-tocoferol, pero

el mas potente es el derivado 8.

Su accidn es particularmente importante en las membranas biolgicas
donde intercepta los radicales peroxil lipidicos (LOO*) y por tanto termina con

las reacciones en cadena de la peroxidacion lipidica 35552

a-tocoferol-OH + LOO® - a-tocoferol-0" +LOOH

El resultado es el radical focoferoxil que es relativamente estable,
pobremente reaclivo e incapaz de atacar un acido graso adyacente e iniciar [a
peroxidacion lipidica. El radical tocoferoxil también puede ser reducido a

vitamina E nuevamente por accién de la vitamina C %58
a-tocoferol-O° + ascorbato -» a-tocoferol-OH + semidehidroascorbato

Vitamina C: En la fase acuosa el &cido ascdrbico es un importante
barredor de R.L., es capaz de reaccionar con los radicales O2”, OHaz, *OH para
formar semihidroascorbato. El radical semihidroascorbato no es muy reactivo y

sufre una reaaccion de desproporcion:

2 semihidroscorbato — ascorbato + dehidroascorbato
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a su vez el dehidroascorbato puede ser reducido a ascorbato por la enzima
dehidroascorbato reductasa, una reduccién la cual también reguiere Ia

reduccion del glutation:
dehidroascorbato + 2GSH — GSSG + ascorbato

Alternativamente el semihidroascorbato puede ser directamente

reducido a ascorbato por la enzima NADH-seminidroascorbato reductasa *>%;
semihidroascorbato + NADH + H+ — ascorbato + NAD

* Acido Urico: Es un efectivo barredor del radical OH®, también tiene un
papel importante en la quelacién de metales idnicos, actuando de esta manera
como una medida preventiva, asi como un antioxidante que rompe cadenas. La
concentracién media de urato en el plasma es del orden de 300 pmolfl,
considerablemente mayor que el acido ascorbico (50 pmol/lL) . y ha sido
propuesto por ser el mas importante antioxidante extracelular en humanos.
Debido a que los niveles de acido Urico tienden a aumentar con la edad, éstos
pueden en parte balancear la disminucidn antioxidante contribuida por otros
antioxidantes extracelulares %4,

* Carotencides: El B-caroteno es un exitoso agente terapéutico en
condiciones tales como la porfiria donde actia suprimiendo al oxigeno tai cual y
otros radicales generados por reacciones fotoquimicas. Sin embargo el B-
caroteno puede tener un papel protector con los radicales libres
independientemente de su pro - vitamina A. A pesar de que algunos j-
carotenos de la dieta son convertidos a vitamina A en la mucosa intestinal,
algunos son absorbidos sin sufrir cambios. Este carotencide, junto con el
licopeno y el a-caroteno, son poderpsos suprimidores del oxigeno y de los
perdxidos lipidicos, lo cual puede explicar el posible papel de los carotenoides
en la prevencion del cancer %%,
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* Proteinas plasmalicas (quelantes de metales y albumina). Dado que
los metales de transicion libres son capaces de promover la peroxidacion
lipidica, el secuestro de metales libres es importante en la proteccién contra la
peroxidacién. En el plasma, la mayor parte de esta accion protectora es debida
a fa ceruplasmina, la transferrina y la lactoferrina, cada una puede unir 2 moles
de Fe(ll) por mol de proteina. Bajo circunstancias normales no son saturados
con el hierro y pueden inhibir la peroxidacion por quelamiento de sales de

hierro.

La fermitina es una proteina intracelular que puede prevenir la
acumulacion de hierro no unido a proteina, cada mol de ferritina es capaz de
unir arriba de 4500 moles de hierro. La ceruplasmina tiene varias acciones

antioxidantes, es capaz de reaccionar con el superoxido:
CerulopCu*? + 0z - CerulopCu’ +0;

y tiene también actividad desoxidasa, catalizando la oxidacién del Fegy a Feg
menos reactivo, Mas del 90% del cobre total del plasma esta unido a la
ceruloplasming, el resto estd unido a la albdmina o a aminoécidos.

Las proteinas plasmaticas, particularmente la albdmina, ha demostrado
ser la reponsable del 10 al 50% de la captura del radical peroxil (LOO") en la
actividad antioxidante del plasma. Su accion se cree estd vinculada con la
concentracion del grupo sulfidrilc de la proteina. En concentraciones
fisiolégicas, la albumina a diferencia de la ceruloplasmina, es capaz de unirse
al cobre e inhibir la formacion del "OH a partir de Ho0, 2%,

Antioxidantes Intracelulares:

Glutatién Peroxidasa (GPx): La glutatibn peroxidasa es una enzima
dependiente de selenio {Se) localizada en el citosol y mitocondria de tejidos
animales. Es un tetramero formado de 4 subunidades idénticas con un atomo
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de selenio probablemente presente como una selenccisteina, cada una cen un

sitio activo. La catdlisis de reaccién es la siguiente:

2GSH + H,0; —» GSSG + ROH + H:0

QLUTATION GLUTATION ALCOHOL
REDUCIDO OXIDADY

El glutation oxidado es convertido de nuevo a glutation reducido por
accion de la enzima glutation reductasa la cual usa NADH + H* como cofactor.
Distintos tejidos animales (no incluyendo los eritrocitos) contienen glutatién
peroxidasa no dependiente de selenio que es capaz de actuar sobre los
hidroperoxidos organicos, pero no sobre el #H,0, Esta actividad es
probablemente atribuida a algunas enzimas como la glutaiton-S-tranferasa %,

* Catalasa. Consta de 4 subunidades proteicas, cada una con un grupo
hem unido a su sitio activo. La actividad de la catalasa esta principalmente
localizada en los perixosomas donde cataliza !a siguiente reaccion 4>

HzO; > HO + O;

* Superdxido Dimutasa (SOD). La SOD cataliza la reaccion de
dismutacion de 02" hacia H20,. Los tejidos mamiferos contienen por lo menos

tres diferentes formas de SOD ¥

- CuZn-SOD encontrada principalmente en el citopiasma celular
- Mn-SOD encontrada principalmente en la mitocondria
- CuZn-SOD de alto peso molecular localizada en los fluidos

extracelulares

Como las defensas antioxidantes no son del todo perfectas, las células
poseen ademas sistemas que pueden reparar el DNA después de un ataque
por radicales, degradar proteinas dafadas y metabolizar peroxidos lipidicos
(Tabla 10) ®.
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Tabla 10. Defensas Antioxidantes y Sistemas de Reparacién Celular

CLASE

MOLECULA

ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTES

radicales
fimitan  su

Neutralizan
libres o
actividad

ENZIMAS

Superdxido Dismutasa
(S00)

Convierte el radical superéxido
{O2"}) en perdxido de
hidrégeng {(HxO2)

Glutation, Peroxidasas y
Catalasas

Convierten el peréxido de
hidrégeno en agua y oxigeno

OTROS

Vitamina E y p - caroteno.

Reaccionan con los RL
previniendo el ataque a los
constituyentes celulares, son
liposolubles por lo  que
protegen |as membranas.

Acido drico y vitamina C

Reaccican con los RL en e!
citoplasma.

Metales quelantes

Evitan que el hierro, cobre y
otros metales de transicidn
catalicen las reacciones de
oxidacién,

SISTEMAS DE
REPARACION

Degradan, reparan o
reemplazan las
moléculas dafiadas

Reparacién de
protefnas

Proteinasas

Une proteinas oxidadas.

Proteasas

Corta los productos de la
actividad de proteinasas.

Peptidasa

Corta fos productos de la
actividad de  proteasas;
aminodcides que pueden ser
reciclados para hacer nuevas
proteinas.

Reparacion de
lipidos

Fosfolipasas

Corlan partes dafiadas de
Iipidos oxidados en |as
membranas y otras enzimas
se encalgan de reparar estos
segmentos.

Acetittranferasa

Reemplaza 4cidos
uniendo llpidos.

grasos

Glutation,
transferasa

peroxidasa

Ayuda a reparar 4cidos grasos
oxidados expulsando largos
segmentos de las membranas.

Reparachon de
ADN

Exo y Endonucleasas

Cortan segmentos dafados de
ADN.

Glicosilasa y polimerasa

Ltena los huecos izquiterdos de
las exo y endonucleasas,

Ligasa

Sellan reparaciones.

Fuente: Rusting, 1992,
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De este modo, las células cuentan con sistemas de reparacion para el
ADN que eliminan las porciones dafiadas de hebras. Dichos sistemas se
suelen agrupar de manera general en tres categorias: reparacion directa, por
escisidon y postreplicativa. A su vez la reparacidn por escision incluye los
siguientes mecanismos. reparacidn de lesiones inducidas por UV, de sitios
aptrices y apirimidicos {AP) y de emparejamientos incorrectos. Por su parte, la
reparacion postreplica incluye a la proteina RecA y la respuesta SOS .

De todas las lesiones presentes en el ADN por un estado oxidantes,
incluyendo la ruptura de hebra simple, estas son reparadas primeramente via la
reparacion de escision de base, cuyo mecanismo general es el siguiente: Ja
base modificada es separada del nucleétido por enzimas ADN glucosilasas
especificas, enseguida las endonucleasas AP inician la reparacion por escision
en el sitio AP. Las endonucleasas AP de clase | cortan el ADN en el extremo 3'
del sitic AP, mientras que las AP de clase Il lo hacen por el extremo 5. A
continuacién, una exonucleasa elimina la peguefia region de! ADN en [a que se
encuentra el sitio AP (de dos a cuatro bases). Por altimo, |a ADN polimerasa l y
ta ligasa reparan el hueco, sellando la muesca que permanecia en la hélice del

ADN, finalizando con el proceso de reparacion "%

3.5.5. Envejecimiento y Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es frecuentemente referido como una condicién en la
cual fuerzas oxidativas causan una modificacion ireversible a los componentes
celulares, los cuales son compensados por innumerables fuerzas
antioxidantes. Actualmente, se ha aceptado que el balance del estado
prooxidante — antioxidante representa el impacto global del estrés oxidativo
%031 Asimismo, muchos gerontélogos aceptan que el estado oxidativo de
animales envejecidos es mayor cuande se le compara con el de animales
jovenes. La mayoria de las valoracicnes de formas alteradas oxidantes en
ADN, proteinas y lipidos apoyan esta idea, aunque las causas precisas en el
incremento de prooxidantes no se encuentran hasta ahora bien definidas. En
este sentido, ia teoria del envejecimiento por radicales libres propone que et

envejecimiento resulta de una proteccion imperfecta contra el dafio tisular,
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causado por los radicales libres formados por el metabolismo aerdbico normal
debido a la constante generacidn de ROS, que es una consecuencia inevitable
de la vida en un ambiente aerdbico, resultando en un dafo acumulativo en los
componentes celulares que eventualmente conduce a patologias relacionadas
con la edad, aunque los mecanismos especificos para su generacién y el

consecuente estrés oxidativo difieran entre una patologia y otra .

De este modo, la tasa de envejecimiento generalmente es inversamente
proporcional a la tasa metabdlica ¢ a la tasa de oxigeno utilizado. Asi, la tasa
de! metabolismo de oxigeno correlaciona con la tasa de produccion de
especies reactivas de oxigeno lo cual sugiere del mismo modo que la
produccién de radicales pueda ser un factor de importancia en el proceso de

envejecimiento (Figura 7) 3%,

Fuentes Endbgenas Delensas Fuentes Exdgenas
Antioxidantes
¢ Mitocondria . Luz Uv
= Peroxisomas »  Sistema enzimético +«  Radiacidn ionizante
«  Lipoxigenasas (CAT, SOD, GPx). +  Quimioterapéuticos
-« NADPH grldasa +  Sistema no enzimitico «  Ciocines inflamatorias
«  Citocromg pas0 (Glutatién, vitaminas A,C y E) «  Toxinas ambientates
TASA METABOLICA
menos I méas

. ONQO- " ‘RO
D, HO:2
NO ‘OH

Dafio en fa funcién Dafla en ta funcidn
e | o

Disminucién en ta Metabolismeo y
respuesta proliferativa. crecimiento celutar
normal

Defensas anormales del
huésped

Fig 7. Fuentes y respuesta celular a las ROS. Los oxidantes son generades como un resuliado del
metabolismo normal. Fuente: Finkel, 2000%%,
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Debido a esto, en los dGltimo afos se han realizado diversos estudios en

diferentes especies en los que se ha mostrado que una reduccién en la

actividad metabdlica, a través de una restriccion caldrico protéica (refiriendose

a una reduccién en el consumo caldrico sin comprometer los nutrientes

esenciales para evitar la malnutricién), puede modular los principales cambios

biotdgicos relacionadas con el envejecimiento (Tabla 11) %%,

Tabla 11. Principales Procesos Biolégicos y Moléculas Relacionados con
la Edad Modulados por la Restriccién Cal6rica.

1. Componentes Séricos
- Glucosa

- Fosfolipidos y triglicéridos
- Cotesterol

- Ca2+ {total)

- Insulina

- Glucocorticoides

- Progesterona

- Prolactina

- Testoslerona

- Fe (total)

- Fermitina

2. Estructura y Funciones Celulares

- Sintesis y degradacion de proteinas

- Expresién de genes

- Transcripcién y translacion

- Membrana celular y estructuras subcelulares

3. Sistema Inmune

- Respuesta a mitogenos por las células T
- Produccion de [L-2 -

- Involucién del timo

- Praliferacién de linfocitos

4. Estado Oxidativo

Generacitn de radicales libres
Enzimas baredoras

Acido ascbrbico

Glutatién

Vitamina E

Peroxidacién lipidica

Daiio al ADN

Reparacion del ADN

5. Actividad Reproductiva

Ciclicidad del estro

Agotamiento folicular

6. Otros

Pérdida 6sea

Funciones mitocondriales
Deterioro neuronal
Actividad lipoliptica

Fuente: Pal Yu B, 1996™%,
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La capacidad de la restriccion calérica para modular el tiempo de vida y
retardar las patogénesis ha merecido ser e! estandar de oro de experimentos
gerontolégicos en corroboracion o desaprobacion de las principales teorias del

envejecimiento,

En este sentido, la hip6tesis de la tasa metabdlica y la generacion de
radicales libres ha sido ampliamente examinada encontrando como hallazgo
principal que ratas con restriccion caldrica presentan tasas metabdlicas
similares que sus contrapartes no restringidas pero no presentan los mismos
cambios biolégicos en edades avanzadas y tienen un tiempe de vida mayor.
Sin embargo, para poder afirmar que la restriccién calfrica retrasara el
envejecimiento en el humano, se tendrdn que confirmar los resultados
presentes en los roedores en monos {ya que estos tienen un parecido mas
estrecho con los humanos). Hasta el momento, 2 ensayos en monos rhesus se
estan desarrollan (los cuales iniciaron en 1987 por Georges S. Roth y 1989 con
William B. Ershler), teniende ambos resultados preliminares prometedores,
entre 10s que se pueden mencionar: los animales sometidos a dieta (30%
menos a la ingesta de los controles) se muestran sanos y felices, pero ansiosos
a |la hora de comer. La presién arterial y los niveles de glucosa son menores
que en los animales control, ademas presentan una sensibilidad mayor a la
insulina y sus niveles en sangre son menor”’. De este modo, tales evidencias
consideran la evaluacion de la tasa metabdlica como el principal determinante
en el proceso de envejecimiento en todos los organismos, involucrando
principalmente ios datos de consumo de oxigeno con |a tasa metabdlica y (a
produccion directa de radicales libres en el estado oxidativo de los organismos

envejecidos.

Finaimente, la restriccion caldrica ha mostrado suprimir el estrés
oxidativo e impulsado al sistema antioxidante de tal modo que mejord varias
patologias (Tabla 12} ¥'42.
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Tabla 12. Lesiones Patol6gicas Aminoradas por la Restriccién Calérica

Glomerulonefritis Tumores intersticiales testiculares
Cardiomiopatias Leucemias

Cataratas Adenoma pituitario

Lipofuccinosis Feocromocitoma

Tumores mamarios Tumores de células pancreaticas

Fuente: Pal Yu, 1996"2,

Por io anterior, se ha considerado que el balance energético positivo
presente en la obesidad es su vez es un factor de riesgo importante que puede
alterar la armonia funcional del organismo, ya que su contraparte, |a restriccién
caldrica provee de diversos beneficios a los individuos, por lo que es de
suponer que los adultos mayores cbesos presenten un darfio al ADN mayor,
con una capacidad de reparacion menor que aguellos que no fo son. De ser
asi, serfa de suma importancia evitar a edad temprana el desarrollo de Ia
obesidad y/o compensar el estrés oxidative con la administracion de
complementos antioxidantes para evitar las complicaciones con las que esta
ampliamente asociada y de este modo poder lograr un envejecimiento exitoso. -
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El efecto modulador del estado nufricional sobre el dafio y reparacion del
ADN en nifios ha sido demostrado a través del ensayo cometa, sin embargo
esto no puede ser extrapclado a los ancianos, ya que se sefiala que con el
envejecimiento surgen ciertos cambios funcionales y estructurales que pueden
afectar la capacidad de reparacion del ADN. A nivel pediatrico o en pablacion
aduita joven, las carencias o excesos nutricionales no afectan de manera
importante el procesc homeostatico; sin embargo, a nivet gerontoldgico se
reconoce que la desnutricién calérico-protéica representa un alto riesgo de
readmision hospitalaria y e! sobrepeso u obesidad se relaciona con una mayor
tasa de mortalidad, de lo cual la pérdida de reserva homeostatica o fragilidad
como proceso consecuente de la malnutricién podria ser modulada por el nivel
de dafio y capacidad de reparacién del ADN. En este sentido, si esto fuera
correcto, supondriamos que el nivel de dafo y reparacion del ADN en ancianos
seria diferente en aquellos con peso bajo y con sabrepeso.

De aqui que surga fa siguiente pregunta: gexisten diferencias de daiio
al ADN y capacidad de reparacion en los ancianos con peso normal y bajo
en comparacién con los que cursan con sobrepeso?.




Ledn Reyes, MP. 51

5. HIPOTESIS

+ Considerando que la sobrealimentacién caldrica, se relacicna con la
mayor generacién de radicales libres, suponemos que el dafio al ADN y su
capacidad de reparacién seran proporcionalmente superiores en 1os ancianos

con sobrepeso en comparacion con los de peso bajo y normal.

6. OBJETIVO

s Evaluar el nivel de dafic y capacidad de reparacion del ADN de una
poblacién de ancianos sobrepeso y de peso bajo de la Ciudad de México.
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7. MATERIAL Y METODOS

Se flevo a cabo un estudio de tipo observacional, prolectivo, ransversal
y comparativo en una poblacion de 130 ancianos con un rango de edad de 60 a
94 afios, pertenecientes al Club Ecolégico de la 3er Edad y al municipio de Los
Reyes La Paz, Estado de México.

Para tal fin, se formaron 3 grupos:

Grupo I Ancianos de ambos sexos, mayores de 60 afios sin
padecimientos cronicos incapacitantes imeversibles, con indice de masa
corporal entre 24 y 27 clasificados come peso normal.

Grupo Il Ancianos de ambos sexos, mayores de 60 afos sin
padecimientos crénicos incapacitantes ireversibles, con indice de masa
corporal menor a 24 cldsificados como peso bajo.

Grupo Il Ancianos de ambos sexos, mayores de 60 afos sin
padecimientos crénicos incapacitantes irreversibles, con indice de masa
corporal superior a 27 clasificados con sobrepeso.

VARIABLES:
I. Independientes: edad, sexo, peso corporal.
il. Dependientes: Darfio y reparacion de ADN
A toda la poblacion de estudio se les tomo mediciones antropométricas y una
muestra de sangre heparinizada por la mafana {ras un ayuno previo de 12

horas para realizarles los estudios de deteccion de dario al ADN y de cinética

de reparacion.
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TECNICAS
I. Mediciones antropométricas:

¢ Peso: Se utilizd una bascula calibrada - Las personas fueron pesadas con la
menor cantidad de ropa, empleando una bata clinica (preferentemente sole con

ropa interior), en ayuno y postevacuacion.

* Talla: Se utilizd un estadidmetro.- Las personas se colocaron descalzas con
los talones, glateos, hombros y cabeza en contacto con el estadidmetro y sus
ojos debieron mirar hacia el frente, de tal manera, que la linea de visién fue
perpendicular al cuerpo.

« Indice de Masa Corporal [peso / (altura)2]: se utilizaron como puntos de corte
inferior 24 y superior 27, para catalogar a los ancianos con peso bajo y
sobrepeso.

ll. Mediciones citogenéticas de ADN

o Dafio al ADN: Se utilizd la técnica de electroforesis unicelular alcalina o
ensayo cometa, mediante la cual se midié la migracién del ADN y se evalud la
cinética de reparacion del mismo a los sujetos que presentaron dafo. (Singh,
1991)

Preparacién de laminillas.- Las laminillas esmeriladas se sumergieron en
un recipiente con agarosa regular (1% en PBS) a 60°C durante 2-3 seg, se
sacaron y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Elaboracion de minigeles.- Por cada individuo se prepararon minigeles
por duplicado de la siguiente manera; se mezclaron 10 pul de sangre

heparinizada con 75 ul. de agarosa de bajo punto de fusidén (0.5% en PBS) a
37°C y se colocaron en un portacbjetos esmerilado con agarosa regular,
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enseguida se les colocd un cubreobjetos y se refrigeron a 4°C durante 5 min,
después se retird cuidadosamente el cubreobjetos y se les agregd otra capa de
agarosa a bajo punto de fusion repitiendo el procedimiento antes sefialado.
Finalmente se retird el cubrenbjetos y se sumergieron las laminillas en solucion
de lisis fria (NaCl NagEDTA, Tris y Na laurif sarcosianato, 10% de DMSO y 1%

de tritén) y se colocaron a 4°C por lo menos una hora.

Desnaturalizacion y Electroforesis.- Posteriormente, se retiraron
cuidadosamente las laminiltas de la solucién de lisis y se colocaron en una
camara de electroforesis {con sustancia buffer de NaOH y EDTA a pH 13) ¥ se
dejaron 20 minutos en desenrollamiento. Para correr la electroforesis, se
encendid la fuente de poder y se ajustdé a 25 volts y 300 miliampers
{(adicionando o retirando amortiguador de la cdmara), manteniéndola encendida
durante 20 minutos. Es importante sefalar que los pasos anteriores se

realizaron bajo luz amarilla o protegidos de la luz.

Después de que se apagd la fuente de poder se retiraron
cuidadosamente las laminillas de la ¢caja de electroforesis y se enjuagaron tres
veces con solucidén amartiguador de neutralizante (Tris 0.4 M, pH 7.5) durante 5
minutos. A continuacién se escurrieron las laminillas de! exceso de
amortiguador y se tifleron {o bien se secaror con metanol absocluto) con 50 pl
de bromuro de etidio 1x (1 mL de "STOCK" 10x [1mg /10 mL] con 9 mbL de H20),
cubriendo cuidadosamente con un cubreobjefos, para después colocar la
laminilla en una camara himeda y refrigerada hasta su observacion al

microscopio de fluorescencia.

Las laminillas se observaron en un microscopio de flucrescencia con un
filtro de excitacion de 515-560 nm utilizando un aumento de 40x, por cada
laminilla se analizaron 50 nlcleos y se midid el diametro del nicleo y longitud
de |a cola del cometa con un ocular micrométrico calibrado hasta contar un total
de 100 calulas.
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» Cinética de Reparacidon.- Se llevd a cabo empleando como agente
oxidante peréxido de hidroégeno (Hz02) a una congentracion de 0.5 mM bajo el
siguienie esquema:

1. Se prepard una solucién stock de H20» colocando 0.1 mL de este con
0.9 mL de solucion de Hanks.

2. A continuacién, se prepard una solucién problema para cada tiempo
de la reparacién por duplicado (0, 15,30,60,120 min} de ia siguiente manera:; se
colocaron 20 ul de sangre heparinizada con 50 pl. de solucién stock de H20z y
80 ulL de solucion de Hanks, posteriormente se sumergieron en agua fria por
un tiempo de 2 horas en oscuridad.

3. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 3000 mm
por 3 min para retirarles el sobrenadante, el tiempo cero fue inmedidtamente
preparado para el ensayo cometa, mientras que a las demas muestras se les
agregd 200 uL de medio de cultivo e incubadas en bafio metabélico a 37°C por

los tiempos ya establecidos..

4. Pasado cada tiempo de incubacién cada muestra fue centrifugada a
3000 rpm por 3 min para retirarles el sobrenadante y prepararlas para el
ensayo cometa. De cada minigel se determinaron el ndmero de nicleos con y
sin dafio de un total de 100 observados.

DISENO ESTADISTICO

Para el andlisis de los resultados se trabajé en una base de datos
elaborada en Excell 5.0 para realizar la comparacion de resuitados a traves de
la prueba ANOVA (seguida de [a prueba de Tukey), Ji Cuadrada.
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8. RESULTADOS
1. Daito basal al ADN.
Se evaluaron 130 ancianos mayores de 60 afos (44 hombres y 86

mujeres), con un promedio de edad de 68.3 + 7.2 afios (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de la poblacién de estudio por edad y sexo.

Sexo Edad (afios)
60-69 270 TOTAL
Hombres 75 19 44
Mujeres 56 30 86
TOTAL 81 49 130

En relacién al peso corporal, 50 ancianos fueron clasificados con
sobrepeso (IMC 2 27); 50 con peso nommal (IMC 2 24 < 27) y 30 con peso bajo
(IMC < 24). En este sentido, el IMC promedio de los ancianos con sobrepeso
fue de 30.9 + 3.01, de los normales 25.5 + 0.9 y de los sujetos con peso bajo
22.3 + 1.8. Respecto al peso corporal en relacién a edad y sexo, se observd
predominio de sobrepeso en las mujeres con un 45% (39/86) a diferencia de un
25% (11/44) en hombres, asimismo el mayor porcentaje de obesos le
corresponde al grupo de mujeres de 60 - 69 afios con un 55%, mientras que en
los hombres el mayor porcentaje corresponde a un peso normal en el mismo
grupo de edad con un 56% y sélo el 28% presentd sobrepeso (Tabla 2).

Tabla 2. Peso Corporal en Relacién a Edad y Sexo.

Peso Hombres Mujeres
Corporal 60-69 270 60-69 =70
NORMAL 14 (56%) 7 (37%) 17 (30%) 12 (40%)

PESO BAJO 4 (16%) 8 (42%) 8 (14%) 10 (33%)
SOBREPESO 7 (28%) 4 (21%) 3 (55%) 8 (26%)

TOTAL 25 (100%) 19 (100%) 56 (100%) 30 (100%)




Ledn Reyes, MP. 57

Con respecto al dafo al ADN en la poblacion de estudio, se encontrd
que los hombres presentan una frecuencia mayor de dario al ADN (hombres
57%, mujeres 35%) cuya diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0.05)
(tabla 3), mientras que el grupo de edad més susceptible de presentar dafio fue
el de 70 y mas anos en comparacion con el 38% de los adultos mayores de 60
a 69 afios solo presentaron un 38% (31 de 81) (tabla 4), no obstante la
diferencia no fue estadisticamente significativa (p > 0.05).

Tabla 3. Frecuencia de Sujetos con Dafic al ADN

Con Dafio* Sin Daflo TOTAL
Hombres 25 (57%) 19 (43%) 44744 (100%)
Mujeres 30 (35%) 56 (65%) 86/86 (100%)
TOTAL 55 (42%) 75 (58%) 130/130 (100%)

* Hombres vs Mujeres = 5.74 p=0.0166

Tabla 4. Edad en Relacién a Dafio al ADN

Edad (afios) Con Daio Sin Daito TOTAL
80 -69 31 (38%) 50 (62%) 81/81 (100%)
=70 23 (47%) 26 {53%) 49/49 (100%)
TOTAL 54 (42%) 76 (58%) 130/130 (1009%)

=054 p=0.3311

Por su parte, al observar la reflacién entre el dafic al ADN y el peso
corporal, se encontrd que los grupos con mayor proporcién de dario son los de
peso bajo y normal con un 50%, mientras que los ancianos con sobrepeso
unicamente el 30% (15 de 50) presentaron dafio (tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencia de Dario al ADN y Peso Corporal.

Peso Con Dafio Sin Dafio TOTAL
Corporal al ADN al ADN

NORMAL 25 (50%) 25 (50%) 50750 (100%)
RESO BAJO 15 (50%) 15 (50%) 30/30 (100%)
SOBREPESO 15 (30%) as (70%)™ 50/50 (100%)

* Normal vs Sobrepeso ¢* = 4.17, p= 0.04

Asimismo,

las caracteristicas descriptivas de

los pacientes que

presentaron dafio al ADN, ordenadas segun et valor del IMC, se encontrdé que
el valor medio de los nicleos y sus migraciones (cola sin nucleo) y total son
semejantes para las 3 poblaciones, ya que no se presento diferencia
estadisticamente significativa (ANOVA, p > 0.05). No obstante, los ancianos

que presentan peso normal tienen migraciones (cola sin nucleo) y total mayor

que los sujetos con peso bajo y sobrepeso (tabla 6). Ademas, no se presentd

influencia significativa del sexo y la edad entre los grupos sobre el valor de las

migraciones y los nucleos (ANOVA, p > 0.05).

Tabla 6. Caracteristicas descriptivas de los pacientes con dario al ADN.

Paciente Edad Sexo |M.C. Células sin Células con X Nicleo

X Mig/cota X Mig Total

daho dafio {m} {um) {um)
1 76 M 156 97 3 153+16 83114 236114
2 m H 19.8 96 4 19.3+08 18185 373184
3 67 M 19.8 98 2 18+2.1 18400 358100
4 84 M 209 86 14 175110 3271159 5011159
5 60 H 217 a7 3 19.2+09 32413221 5161221
6 87 H 25 86 14 182427 2041184 3891184
7 7% H 27 " 8 162+23 144400 355100
8 73 H 221 92 8 216+29 153168 362168
9 68 H 223 94 8 19.2+1.9 2094148 3881148
10 70 H 236 a9 1 162412 90100 259+00
11 64 M 286 99 1 18+48 24100 420100
12 72 M 22 94 ;] 184114 2611181 445118.1
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Paciente Edad Sexo LM.C. Células sin Célulascon X Nicleo X Migicola X Mig Total

dafio daiio {(pm) {pm) {um}

13 74 H 232 97 3 193420 60+185 7961185
14 74 M 236 87 3 21+30 72400 282100
15 65 M 234 28 2 21£17  B4£169 105:169
16 67 M 245 a2 8 175410 136+57 233157
17 68 H 245 95 5 24+34 3521232 58.3%23.2
18 €6 M 247 99 1 225111 175100 39.7£00
19 70 M 249 o7 3 245106 202+95 541195
20 71 M 252 88 12 20+21 209+84 402184
21 68 H 258 95 5 216106 2691209 4831209
22 65 M 250 97 3 246116 142195 3088185
23 63 H 262 29 1 144£22 27T+00 417100
24 65 H 265 o7 3 216+07 168168 38.3:68
25 69 H 268 94 6 18437 2644101 435:101
26 63 H 289 a7 3 2164098 16111 3751111
27 70 M 245 97 3 174306 32457 404157
28 71 M 245 99 1 175+1 24400 41500
29 65 M 245 97 3 172428 704428 876128
30 64 M 2489 6 4 18412 282+54 474154
3 70 H 251 84 6 17.9421 44468 618169
a2 85 M 252 a7 3 205132 2761144 486+144
33 73 H 252 99 1 16531 24200 240100
34 72 M 255 99 1 18.2+49 72400 720100
35 7% M 260 a7 3 174£21 64114 2414
36 72 H 261 93 2 200+32 453127 6591127
37 70 M 263 o8 2 175408 18+85 35185
38 63 H 268 o7 3 178113 239152 58B+52
30 73 M 269 99 1 197429 48100 48100
40 60 M 289 98 2 172459 228+85 40165
41 88 H 272 a3 7 1624356 235197 39107
42 65 H 2786 85 5 ' 216108 154449 37149
43 60 M 279 -1e) 1 225+08 25+00 25100
44 60 H 279 a5 5 144+ 23 241147 35147
45 7 M 278 87 3 144120 15+104 2041104
46 62 M. 284 g2 B 195421 166199 361109
47 80 H 285 98 2 192105 06134 288134
48 66 M 304 94 6 175+15 144169 319169
49 64 M 303 98 2 200+14 35135 5535
50 67 H 303 81 19 192451 631+38 285128
51 67 M 311 B8 12 249431 3811203 621203
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Paciente Fdad Sexo I|.M.C. Células sin Células con X Niclee X Mig/cola X Mig Total

dafic daiio {um} {pm) {um}
52 61 H 3.4 97 3 238111 232+132 471132
53 60 H 319 96 4 19.2+¢1 186169 186169
54 65 M 33.7 98 2 25116 2751106 5251106
55 62 M 352 97 3 25+18 2631158 2631159

1.M.C. = indice de masa corporal;, H = hombre; M= mujer, X = promedie, Mig/cola = migracién cola sin
niclea. Mig Total = migracion total.

Por otro lado, analizando la magnitud de dafo al ADN, se encontrd que
el 47% (7 de 15}, 53% (8 de 15) y 72% (18 de 25) de los pacientes con
sobrepeso, peso bajo y peso normal respectivamente, presentaron entre 1 a 3
células con dano. Asimismo, el 27% de los sujetos con sobrepeso (4 de 15)
presentaron entre 4 y 6 células dafiadas y el 13% (2 de 15) entre 7 y 12 células
con dafio, tanto en el grupo de peso bajo como con sobrepeso {tabla 7).

Tabta 7. Magnitud de Dafio al ADN por Peso Corporal.

Peso Células con migracion (%)
Corporal TOTAL
1-3 4-6 7-9 10 - 12
NORMAL 18 (72%) 5 (20%) 1{4%) 1(4%) 25/25 (100%)

PESO BAJO 8 (53%) 3 (20%) 2(13%) 2(13%) 1515 (100%)

SOBREPESQ 7(47%) 4(27%) 2(13%) 2(13%) 1515 (100%)

* Porcentaje de células con daiio al ADN por individuo.

A su vez, af observar el grado de dafo (per medio de una variable
dicotomizada en dafio al ADN menor o igual a 40% y mayor), se encontrd que
el 60 y 59% de las células en los ancianos con peso normal y sobrepeso
mostraron un dafio mayor al 40%, mientras que los ancianos con peso bajo
presentaron un 51% de células con dafio menor ¢ igual al 40%, siendo por
tanto, similares los tres grupos (tabla 8). Ademas, al realizar la razén de
momios con respecto al peso corporal como factor de riesgo y el grado de daiio
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al ADN, se encontrd que el riesgo de presentar un dafio mayor al 40% fue

menor al 1%, independientemente de! peso (tabla 9).

Tabla 8. Grado de Dano al ADN en Relacién a Peso Corporal y Edad.

Grado de Dafio

FESO
CORPORAL
<40% > 40 %
NORMAL 32 (40%) 45 (60%)
PESO BAJO 40 (51%) 39 (49%)
SOBREPESO 33 (41%) 48 (55%)

Tabla 9. Riesgo de dafio al ADN en relacidn al peso corporal.

Dafic ai ADN > 40%

PESO
CORPORAL
R.M.* L.C.~
PESQ BAJO 064 0.32-1.25
SOBREPESO 0.7 0.48 —1.87

* R.M = razbén de momios
** | C. =intervalo de confianza af 95%.

il. Cinética de reparacién al ADN.

Con respecto-a la cinética de reparacion, se evaluaron 40 de los sujetos
con dafio (fos 15 restantes se negaron a proporcionar una segunda muestra de
sangre) cuyos resultados promedio de células con dafio y porcentajes de
reparacion se presentan en las tablas 9 y 10, observandose un comportamiento
similar entre 1os 3 grupos de estudio hasta los 60 minutos, ya que no se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas (ANOVA con p > 0.05)
(grafica 1), siendo a los 120 minutos el unico tiempo donde se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el promedio de células sin reparar
entre los grupos (ANQVA p < 0.01, seguida de la prueba de Tukey) (grafica 2)
aungue, las porcentajes de reparacion fueron similares (p > 0.05).

Tabla 9. Cinética de Reparacion en Relacion al Indice de Masa Corporal*.

TIEMPO DE
REPARACION INDICE DE MASA CORPORAL (IMC)
{min)
<24 24-27 > 27 Valor de
(PESQ BAJO) (NORMAL) {SOBREPESO) p*
0 81172 822161 855+4.9 0.1448
15 70.4+6.6 7091786 7347 0.5238
30 562+88 59,1165 635451 0.1035
60 314181 3271886 37.3+11.7 0.2610
120 75+22 98+35 116135 0.009

* Células promedio con daflo, ** ANOVA con o = 0.05

Tabla 10. Porcentaje de Reparacion en Relacién al Indice de Masa Corporal.

TIEMPO DE
REPARACION {min} INDICE DE MASA CORPORAL {IMC)
<24 24 - 27 > 27
(PESO BAJO) (NORMAL) {SOBREPESQ)
0 Q 0 0

15 131 137 1486
30 281 281 257
60 61.2 59.6 539
120 90.7 87.9 86.4

¥’=04022 p>005
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Grafica 1. Cinética de Reparacion del Dafio al ADN
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Gréfica 2. CELULAS PROMEDIO SIN REPARAR A LOS 120 MINUTOS
PARA LOS 3 GRUPOS*".

FESONORMAL PESC BAJO SCEREFESD

* prueba de Tukey, la cual sefiald que el grupo con peso bajo es diferenie con respecto al
grupo normal y con sobrepeso con significancia estadistica (p = 0.0083).
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9. DISCUSION

Una adecuada nutricion es fundamental para el mantenimiento de una
buena salud y para el funcionamiento éptimo del organismo. En los ancianos,
los problemas de malnutricion, ya sea por un exceso (sobrepeso u obesidad) o
por deficiencia (desnutricién) estdn asociados con cambios profundos en la
compaosicién corporal resuttando en un declive en la masa magra y en un
aumento y/o redistribucion de la grasa, aumentando esto el riesgo de
enfermedades crénico — degenerativas, accidentes y limitando su participacion
en actividades de la vida diaria, deteriorando severamente su calidad de vida.
En este sentido, el sobrepeso y cbesidad caracterizados por una mayor tasa
metabdlica dehido a un desmedido consumo de alimentos y/o a una dieta rica
en grasa estan directamente unidos con la generacion de radicales libres y un
estado oxidativo mayor en aquellos sujetos que la presentan, favoreciendo asi
el dafio a biomoléculas entre 10s que se encuentran el ADN®'2,

Asi, los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron un 42%
de sujetos con dafo al ADN siendo esto un poco menor en comparacion a los
resultados obtenidos en investigaciones previas, donde se ha detectade desde
un 52% hasta un 54.5% de sujetos ancianos con dafio en el ADN, lo cual no es
sefialado como una caracteristica normal del envejecimiento y, por lo tanto,
deberia ser considerado como un factor que podria estar directamente
asociado con la aparicion de enfermedades crénico — degenerativas como la
ateroesclerosis, cancer, diabetes mellitus, enfermedad cerebrovascular, etc, las

cuales han mostrado ser caracteristicas en este grupo de edad®™®'®.

Por otro 1ado, el sexo es una variable que influye en la susceptibitidad de
presentar dafio al ADN, debido a que se encontrd que el 57% de los hombres a
diferencia de! 37% de las mujeres mostraron dafio en el ADN, cuya diferencia
fue estadisticamente significativa (p = 0.01), lo cual contrasta con lo reportado
por Mendoza (1899)*® donde se sefiala que el 76.4% y 46.4% de hombres y
mujeres respectivamente presentaban dafo al ADN aunque dicha diferencia no
mostrd significancia estadistica {p = 0.07) probablemente debido, a lo reducido
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del tamario de la muestra de los hombres {n = 17). Del mismo modo, King y
cols (1997)'% no encontraron diferencia significativa en el dafio basal al ADN
entre hombres y mujeres. Con respecto a la edad, esta no parece influir en el
daro al ADN, ya que e! 38% y 47% de la poblacion con edades entre 60 y 69
afios y 70 afios 0 mas respectivamente presentaron dafio sin que esta
diferencia mostrara significancia estadistica, lo cual es concordante con ofras
investigacicnes en donde se sefiala que el nivel basal de dafio es
independiente de la edad (Singh 1990)'®, por su parte King (1997)'®
encuentra que los sujetos con edades entre 75 y 80 afos presentan menor
dafio que los sujetos con edades entre 65 y 69 afios y que este dafio es similar
con el presentado por adultos entre 35 y 39 afos. Ademas, el estudio realizado
por Kruszewiski (1998)'” sefiala que no hay una comelacién entre el dafio
basal en el ADN y la edad. Sin embargo, otros investigadores mencionan que si
existe una asociacion entre el dafio basal y la edad, como lo reporta Bamett
{1995)'®, indicando que las personas con edades entre 65 y 69 afios
presentan mayor daflo comparade con los de 35 y 39 afios, o mismo que
Mendoza (1999)* quien senala que conforme avanza la edad, el dafio basal en
e! ADN es mayor, ya que el riesgo de presentar dafio es de 2.82 (IC 1.10 -
7.22) para los sujetos mayores de 70 afos. Estas diferencias a favor y en
contra pueden deberse a que los cambios graduales que se presentan en el
envejecimiento como son la redistribucién de grasa, disminucién de a masa
magra y agua, y estructura y funcionamiento de 6érganos y sistemas, no
ocurren a la misma velocidad en {odos los individuos ni en el mismo entomo
sociocultural y por tanto, existe una variabilidad sustancial entre sujetos de la
misma edad que los hace mas o menos sensibles a factores promotores de
danio al ADN. Ademas, se ha sefialado que una alta estabilidad gendémica y una
aumentada resistencia al estrés oxidativo ha sido una destacada caracteristica
dentro de personas centenarias (probablemente el mejor ejemplo de un
envejecimiento exitoso)'™, por lo que durante el envejecimiento, al parecer
existe una etapa critica que comprende hasta antes de los 70 afios en donde el
estrés oxidativo parecer ejercer un balance mayor a favor del daiio oxidativo,
pasado este umbral el individuo es mas resistente y modula mejor su propio

proceso de envejecimiento.
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Respecto a la frecuencia de dafio al ADN y el peso corporal, eslos
fueron semejantes en los tres grupos de estudio, ya que no se encontraron
diferencias con significancia estadistica (tabla 5), siendo esto diferente a lo
propuesto en el estudio, ya que diversos estudios han sefialado que el exceso
de peso corporai esta asociado con el riesgo de mortalidad prematura asi como
en la morbilidad de los diferentes padecimientos cronico degenerativos
caracteristicos del envejecimiento los cuales ademas estan en estrecha
relacién con la actividad metabdlica y la generacién de radicales libres, por o
que es importante considerar ofros factores como son: el cambio de
alimentacion, el aporte de vitaminas o multivitaminas, el ejercicio fisico, asi
como la evaluacion de factores de riesgo como el tabaco, consumo de alcohol
y exposicidn a agentes inductores de dano (solventes, radiaciones ionizantes,)
en la poblacién, ya que se ha demostrado que estos ejercen un efecto sobre el
equilibrio antioxidante - prooxidante y por tanto, pueden enmascarar el dafio
presentado en el ADN'?'% Ng obstante, los resultados encontrados pueden
ser entendidos por lo establecido por Perez-Campo (1998)%, el cual sefiala que
entre {as posibles diversas causas del envejecimiento, la intensidad de la tasa
basal metabdlica (BMR) parece ser el parémetro mas claramente relacionado
entre este y la maxima esperanza de vida en la mayoria de los animales
estudiados. De este modo, si la BMR es acelerada los tejidos no dnicamente
consumirdn mas Q: por unidad de tiempo, sino que también sintefizaran y
degradaran muchas clases de moléculas rapidamente, y una variedad de
procesos biogquimicos también participaran en este acelerado estadio. Asi, el
incremento en la BMR podria conducir a una sustancial proeduccion de
oxidantes enddgenos como el anién radical superoxido (O27), peroxido de
hidrégeno (H;0,), radical hidroxilo (OH') y otros subproductos del metabolismo
normal. En este sentido, se ha establecido una diferencia por sexo en la BMR,
siendo mayor en hombres que en mujeres, ademas los sujetos obesos tienen
un BMR mayor que sus contrapartes delgadas, debido a que el aumento en la
masa grasa aumenta junto con la masa libre de grasa. Sin embargo,
aproximadamente el 80% de la varianza inter-individua! del BMR puede deber
por diferentes factores entre los que se encuentra fa edad, sugiriendo los
resultados del estudio que durante el envejecimiento la BMR disminuye, por lo
que los ancianocs con sobrepeso no presentan una generacién mayor de
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radicales libres, y por tanto, no presentan una frecuencia mayor de dafic en el
ADN, tales observacicnes son muy similares con lo propuesto por Vistisen
(1992)"® quien encontré que la excrecién de 8-hidroxidesoxiguanina (BOHAG)
disminuye en un promedio del 4% (rango de 2 a 6%) conforme el IMC aumenta,

y es mayor en hombres y sujetos delgados.

Con respecto a las caracteristicas descriptivas de los pacientes con
daric al ADN, los valores medios de las migraciones de la cola sin nucleo son

"0 cuyos valores

en su mayoria menores a las reportadas por Betti (1994)
oscilan en un rango de 32 a 59 um independientemente de la edad (rango de
edad de 10 a 76 afos), mientras que la poblacion anciana del estudio presenta
un rango entre 7 y 84 um hallandose el 74.5% por debajo de 30 pm, lo cual
indica que el dafio es menos extenso en nuestra poblacion, debido muy
probablemente a las diferencias genéticas entre las poblaciones (la primera es
Europea) y por tanto estan expuestas a factores ambientales y socioculturales

distintas a las nuestras.

Por su parte, en la magnitud de dafio al ADN es importante resaltar que
la mayoria de los sujetos (60%) presenté de 1 a 3 % de células con dafio y sélo
el 9 % tuvo de 10 a 12 % de células dafiadas. Asimismo, el 53% y 47% de
ancianos catalogados como de peso bajo y sobrepeso respectivamente,
mostraron de 1 a 3 % de células con dafio y su comportamiento en las demas
magnitudes es muy similar a diferencia del grupo con peso normal (tabla 6),
donde el 72% presenta entre 1 a 3 % de células con dario y el resto de células
dafiadas se diluyen, lo cual evidencia que la magnitud de dafio es mayor en
aquellos sujetos con cambios severos en la composicion corporal, siendo esto
congruente en cierto modo con lo reportado en investigaciones realizadas en
poblaciones pediatrica y adulta joven'™, debido a que se sefiala que el dafio al
ADN asociado con estados de malnutricion pueden estar relacionado con una
deficiencia en varios de los nutrientes requeridos para la sintesis de proteinas
necesanas en la conservacion de la integridad celular, por lo que las céluias de
pacientes con mainutricién pueden ser mas susceptibles al dafio ambiental a

diferencia de sus controles sanos,
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Por ofro lado, al analizar el grado de dafc basal al ADN (catalogado
como daiio < 40% y > 40%), encontramas una distribucion semejante en los 3
grupos de estudio (tabla 8), ademas no se presentd un riesgo de presentar
dafo mayor a 40% en sujetos con sobrepeso 0 peso bajo en comparacion con
los individuos con peso normal (tabla 9), lo cual refuerza lo mencionado en
parrafos anteriores en relacidén a la menor BMR en los ancianos. Ademas, la
poblacién con peso bajo de algun modo puede decirse se encuentra bajo un
estado de restriccion calorico — proteica, el cual influye sobre el estrés
oxidativo, el dafio al ADN y la carcinogénesis, ya que se sefiala que un
consumo balanceado pero limitado de alimentos provee de una mejor eficiencia
en la maquinaria mitocondrial evitando que se produzcan cantidades elevadas
de radicales libres, los cuales pueden ser eficientemente neutralizados por los

diferentes sistemas de defensa antioxidante™ 8192

Finalmente, es importante recalcar que el proceso de envejecimiento es
multifactorial, por lo que se debe de contemplar la integracién de ofros
aspectos como o es la capacidad de reparacion, ya que el declive relacionado
con la edad en dicho proceso dentro del ADN, esta acompafiado por un
aumento acumulativo persistente de dafio sensible a un incremento en las
mutaciones y/o a expresiones de genes, que pueden alterar ia homeostasis de
los individuos como en el caso del cancer, donde el dafio oxidativo al ADN es
considerado c¢omo uno de los factores mas importantes en el

desencadenamiento de la carcinogénesis™'%*,

En este sentido, los resultados en este aspecto indican que el sistema
enzimatico involucrado en la reparacién del ADN se comporta de manera
similar en los 3 grupos de estudio, ya que los porcentajes de reparacién no
presentaron diferencia estadisticamente significativa, lo que refuerza lo
encontrado con respecto a la frecuencia de dafio al ADN y su relacion al peso
corporal (tabla 5), es decir, la BRM disminuye con la edad por lo que el peso
corparal no influye significativamente en la generacién de radicales libres y el
sistema enzimatico realiza su funcién eficientemente . De este modo, nuestros
resultados son congruentes a los hallados en ofros estudios, donde la
capacidad de reparacion oscila entre el 89 a 93% a los 120 minutos aungue en
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algunos casos se emplea como agente genotdxico a las radiaciones ionizantes
(rayos X o ) en vez de peroxido de hidrogeno (H202) que fue el empleado en
el presente estudio. Es impartante considerar que el dafio provocade por H20»
es mas heterogénec produciendo cometas con una dafio mayoer, y diversos
autores sefialan que esta puede ser una posible causa para que la reparacion
no sea completa entre diferentes individuos. En este sentido, Barmett sefala
que no hay diferencias en la susceptibilidad al H0, con la edad
inmediatamente después del tratamienlo, sin embargo un consistente
incremento significativo de dano fue observado despues de 90 minutos en
sujetos con edades enire 65 y 63 comparado con adultos jovenes y con
ancianos de mayores de 75 afos. King por su parte, menciona que los
ancianos con edades de 75 a 80 afos tienen una capacidad de reparacion
similar al grupo de 35 a 39 afios en todos los tiempos ensayados. Finalmente
los 3 grupos reparan de manera semejante y eficiente, dado que se sefiala que
en un lapso de 40 afios (entre los 20 y 60 afios de edad) el declive en la
capacidad de reparacion del ADN es de aproximadamente un 25.2%'"", lo cual
corresponderia a un porcentaje de reparacion maximo de 74. 8% después de
tos 60 arfos, fendémeno que afortunadamente no se encontrd en los resultados,
ya que de ser asi, se presentaria un dafio acumulativo en las células
conduciendo a alteraciones severas en el ADN que podrian modificar la
balanza hacia una frecuencia mayor de senectos con alteracienes
fisiopatolégicos que los orillaria a una mala calidad de vida, minimizando el

éxito obtenido en los ancianos centenarios.
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10. CONCLUSIONES

El peso corporal no influye en la presencia de darfio al ADN en ancianos.

Los valores promedio de los nicleos y migraciones de la cola {sin ndclec) y
total son semejantes en la poblacion de estudio, el indice de masa carporal

no influye en ellos.

La poblacién de estudio repara eficientemente el dafio inducido con H2Oo
ya que los porcentajes de reparacion no son estadisticamente diferentes en

los 3 grupos de estudio.




Ledn Reyes, MP, 72

11. REFERENCIAS

1. Campos — Ortega. Caracteristicas demograficas generales de 1a poblacion
de la tercera edad en el mundo. En: Fajardo OG. El adulto mayor en
América Latina. Sus necesidades médico sociales 1995 México:
CIESS/OPS: 13-33.

2. Organizacion Mundia! de la Salud. La salud de las personas de edad.
Ginebra: OMS Serie informes Técnicos N° 779: 1989,

3. Organizacién Panamericana de la Salud, Organizacién Mundial de la Salud.
Envejecimiento en las Américas. Proyecciones para el siglo XXI.
Washington; OPS/OMS: 1998,

4. Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica. La tercera edad
en México. México: INEGI: 1-5: 1993.

5. Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica. Conteo
poblacional 1895, México: INEGI: 88: 1957.

6. Organizacién Mundial de la Salud. Aplicaciones de la epidemiologia al
estudio de los ancianos; Ginebra: OMS: 210, 1984.

7. Secretaria de Salud. Contexto actual de mortalidad 1993. “Aspectos
Relevantes”. México. Secretaria de Salud. Serie Monografica N° 6:
15,18,30: 1993.

8. Secretaria de Salud. Estadisticas vitales 1995. México: Secretaria de Salud

9. Secretaria de Salud. Encuesta nacional de enfermedades cronicas 1993, 2#
ed. México D.F: 1995. p. 32.

10. Secretaria de Salud. Mortalidad 1996. México: Subdireccion de Planeacidn.
Direccitn General de Estadistica e Informatica. Secretaria de Salud: 1997.

11. Morales MF. Aspectos biologicos del envejecimiento. En: Anzola PE,
Galinsky D, Morales MF, Salas AR, Sanchez AM. La atencién de los
ancianos: Un desafio para los afios noventa. 1994 Washington: OPS
Pubiicacién Cientifica No 546: 45-56.

12. Anzola PE. Autocuidado. En: Enfermeria gerontoldgica. Conceplos para la
practica. Washington: OPS Serie Paltex No 31,1993. p. 26-31.

13. Lozano CA. Envejecimiento en el ser humano. En: Introduccion a la
Geriatria. México: Mendez Oteo Editores 1992: 19-24.




Ledn Reves, MP. 3

14. Salgado AA, Gonzalez MJ, Alarcon AM. Medificacién en 6rganos, aparatos
y sistemas asociados al envejecimiento. En: Fundamentos practicos de la
asistencia al anciano. Barcelona: Masson: 1996. p. 7-14.

15, Gutiérrez Robledo LM. Nutricién en el anciano. En: Casanueva E, Kaufer-
Harwiitz M, Pérez Lizaur AB, Aroyo p. Nutriologia Médica. México:
Fundacion Mexicana para la Salud / Editorial Médica Panamericana 1995:
122-133.

16. Garry PJ, Vellas BJ. Envejecimiento y nutricion. En: Ziwgler EE, Filer LJ.
Conocimientos actuales sobre nutricion. 72 ed. Washington: QOrganizacion
Panamericana de ia Salud. Pubticacion Cientifica No 565 19997: 442-448.

17. Comony — Huntley JC, Harris TB, Everet DF, Albanes D, Micozzi MC, Miles
TP, Fildman JJ. An overview of body weight of older persons, incluiding the
impact on mortality. J Clin Epidemiol 1991; 44:743-753.

18. Svendsen OL, Haarbo J, Heitmann BL, Gotfredsen A, Christiansen C.
Measurement of body fat eldedy subjects by dualenergy xsay
absortiometry biolectrical impedenace, and antropometry. Am J Clin Nutr
1991; 53: 1117-23.

19. Rozovski J. Nutricidn en los ancianos. Un desafio para los afios noventa.
Washington: OPS Publicacidn Cientifica No 546, 1994: 245-266.

20. Fernandez Ballesteros R, Hemandez JM, Llorente MG, Izal M, Pozo C, De
la Calle A. Mitos y realidades sobre la vejez y la salud. Barcelona: 5G
Editores 1992: 149-154.

21. Bianchetti A, Rozzini R, Carabellese C, Zanetti O, Trabuchi M. Nutritional
intake socioeconomic conditions and health status in large elderly
population. J Am Geriatr Soc 1990; 38: 521-526.

22. Schlenker DE, Kuczmarski JR, Read M, Nickery EC. Nutricidn en el
envejecimiento. Madrid: Mosby / Doyma, 1994.

23.Thomae H. Psychosocial aspects of longevity aging. In: Dall JL, Erhini M,
Herrling PL, Lehr U, Mejer-Ruge W, Stahelin HB. Prospects in aging 1993.
London: Academic Press: 3-22.

24 Merck CO Inc. El manual Merck en geriatria. USA: Doyma; 1997:4-13.

25.Beattie BL, Lovie VY, Dwyer J. Nutrition and health in the eldelrdy. In:
Reichel W. Care of the elderly. Clinical aspects of aging. 1995 4° ed.
Baltimore: Williams & Wilkins: 223-243.




Ledn Reyes, MP. 74

26 Barrocas A, Belcher A, Champagne C, Jastram CH. Nutrition assement
practical approaches. In: Lipschitz DA. Clinics in Geriatric Medicine.
Philadelphia, Saunders, 1995; 11 (4). 675-713.

27. Kopelman PG. Obesity as a medical problem. Nature 2000; 404; 635-43.

28. Jung RT. Obesity as a disease. Br Med Bull 1997, 53 307-21.

29. Wilding J. Obesity treatment. BMJ 1997; 315: 997-1000.

30. Seidell JC, Flegal KM. Assessing obesity: classification and epidemiology.
Br Med Bull 1997; 53: 238-52,

31.Barrocas A, Belcher A, Champagne C, Jastram CH. Nutrition assessment
practical approaches. In: Lipchitz DA. Clinics in Geriatric Medicine.
Philadelphia, Saunders, 1995; 11(4): 675-713.

32, Mokdad AH, Serdula MK, Dietz WH, Bowman BA, Marks JS, Koplan JP.
The spread of the obesity epidemic in the United States, 1991-1998. JAMA
1999; 282: 1519-22.

33. Alvarez GR. Encuesta de las necesidades de los ancianos en México.
Salud Publiza Mex 1983; 25: 21-72.

34. Avila RH. Epidemiologia de la obesidad en México. Cuademos de Nutricidn
1997;20: 8-12.

35. Wickelgren 1. Obesity: How big a problem?. Science 1998; 280: 1364-7.

36. Fnedman JM. Obesity in the new millennium. Nature 2000; 404: 632-4.

37. Weksler ME. Obesity: age-assaciated weight gain and the development of
disease. Geriatrics 1999; 54: 57-64.

38. Shimokata H,Tobin JP, Muller DC, Elahi D, Coon PJ, Andres R. Studies in
the distributionof body fat: 1. Effects of age, sex and obesity. J Gerontol
1989; 44: MB6-73.

38. Must A, Spadano J, Coakiey EH, Field AE, Colditz G, Dietz WH. The
disease burden associated with overweight aand obesity. JAMA 1999; 282:
1523-9.

40. Willet WC, Manson JE, Stampfer MJ. Weight, Weight change and coronary
heart disease in women. JAMA 1995; 27: 1461-5.

4. Deslypere JP. Obesity and cancer. Metabolism 1995; 44 (Suppl 3): 24-7.

42. Tomberg SA, Canstensen J. Relationship between Quetelet's index and
cancer of breast and female genital tract in 47,000 women followed for 25
years. Br J Cancer 1994, 69:358-61.




Leén_Reves, MP, 75

43. Jebb SA. Aetiology of obesity. Br Med Bull 1997; 53: 264-85.

44. Barsh GS, Farooqi 1S, O'Rahilly §. Genetics of body-weight reguiation.
Nature 2000; 404: 644-51.

45. Hill JO, Peters JC. Environmental contributions to the obesity epidemic.
Science 1998, 280:13714.

46. Blundeli JE, Macdiarmid JI. Passive overconsumption: fat intake and short
term energy balance. Ann NY Acad Sci 1997, 827: 392-407.

47. Ashok BT, Ali R. The aging paradox; free radical theory of aging. Exp
Gerontol 1999, 34: 293-303

48. Medvedev ZA. An attempt at a rational classification of theories of aging.
Biol Rev 1990; 65: 375-98.

49, Brink JJ, Reicher W. Cell biotogy and physiology of aging. In: Care of the
elderly. Clinical aspects of aging. 4° ed Baltimore: Williams & Wilkins, 1995
472-75.

50. Harman D. Aging: a theory based on free radical and radiation chemistry. J
Gerontol 1956; 11: 298-300.

51. Pal Yu B. Aging and oxidative stress: modulation by dietary restriction. Free
Rad Biol Med 19386;21: 651-668.

52. Sohal RS, Weindruch R. Oxidative stress, caloric restriction, and aging.
Science 1996; 273; 59-63. '

53. Bunker VW. Free radicals, antioxidants and ageing. Med Lab Sci 1992; 49:
299-312.

54. Halliwell B. Reactive oxigen species in living systems: source, biochemistry
and role in human disease. Am J Med 1991; 91: (suppl 3c): 145-225.

55. Cheeseman HK, Slater TF. An introduction to free radical biochemestry. Br
Med Bull 1993; 49: 481-93.

56. Papas MA. Determinants af antioxidant status in humans. Lipids {suppl)
1996, 31: §77-582,

57. Gutteridge J. Free radicals and aging. Rev Clin Gerontol 1994; 4: 279-88.

58. Halliwell B, Gutien‘dge JM. Free radicals in biology and medicine. 2* ed.
Oxford: Clarenton Press, 1989.

59. Anderson A. Antioxidant defences against reactive oxygen species causing
genetic and other damage. Mutat Res 1936: 350: 103-108.




Ledn Reyes, MP. 76

60. Kowaltowki JA, Vercesi EA. Mitochondrial damage induced by conditions of
oxidative stress. Free Rad Biol Med 1999; 26: 463-71.

61. Huberman A. La importancia médica de los radicales libres de oxigeno.
Gac Med Mex 1996; 132: 184-95,

62. Papa S, Skulachev VP. Reactive oxygen species, mitochondria, apoptosis
and aging. Mol Cell Biochem 1997; 174: 305-319.4.

63. Zorov DB. Mitochendrial damage as a source of diseases and aging; a
strategy of how to fightthese. Biochim Biophys Acta 1996; 1275: 10-15.

64. Gabbita SP, Butterfield DA, Hensley K. Aging caloric restriction affect
mitochondrial respiration and lipid membrane status: an electron
paramagnetic resonance investigation Free Rad Biol Med 1897; 23: 191-
201.

65. Sohal RS. Mitochondria generate superoxide anion radicals and hydrogen
peroxide. FASEB J 1997; 11; 1269-1271.

66. Schéneich C. Reactive oxigen species and biological aging: a mechanistic
approach. Exp Gerontol 1999; 34; 19-34.

67. Halliwell B. Reactive oxigen species in living systems: source, bichemistry,
and rle in human disease. Am J Med 1991; 91 (suppl 3C). 145-225.

68. Merker K, Grune T. Proteolysis of oxidised proteins and ceilular
senescense. Exp Gerontol 2000; 35; 77982

69. Esteve JM, Mompo J, Garcia de la Asuncién J, et al. Oxidative damage to
mitichondrial DNA and glutathione oxidation in apoptosis: studies in vivo and
in vitro. FASEB J 1999; 13: 1055-64.

70. Mitro S, izumi T, Boldogh |, et al. Repair of oxidative DNA damage and
aging. In: Dizdaroglu M, Karakaya AE. Advances in DNA damage and repair
oxygen radical effects, cellular protection, and biclogical consequences. Vol
302 Series a Life Science. New York: Plenum Plublishers, 1999: 295-311.

71. Meneghini R. lron homeostasis, oxidative stress, and DNA damage. Free
Rad Biol Med 1997; 23: 783-792.

72. Linn S. DNA damage by iron and hidrogen peroxide. In: Dizdaroglu M,
Karakaya AE. Advances in DNA damage and repair oxygen radical effects,
cellular protection, and biological consequences. Vol 302 Series a Life
Science. New York: Plenum Plublishers, 1999: 259-66.




Ledn Reyes, MP. n

73. Imlay JA and Linn S. DNA damage and oxygen radical toxicity. Science
1990, 240:1302-1309.

74. Pacifici RE, Davies KJ. Protein, lipid and DNA repair systems in oxidative
stress: The free radical theory of aging revisited. Gerontology 1991; 37: 166-
80.

75. Dizdaroglu M. Mechanisms of oxidative DNA damage; fesion and their
measurement. In: Dizdaroglu M, Karakaya AE. Advances in DNA damage
and repair oxygen radical effects, celiular protection, and biological
consequences. Vol 302 Series a Life Science. New York: Plenum
Piublishers, 1999: 67-87.

76. Tice RR. The single cell gel / comet assay. a microgel electrophoretic
technique for the detection of DNA damage and repair in individual cells. In:
Enviromental Mutagenesis. DH. Phillis and Venitt eds. Oxford, UK 1995:
315-338.

77. Tice RR, Agurell E, Anderson D, et al. Single celi gel / comet assay:
guidelines for vitro and in vivo genetic toxicology testing . Environ Mol
Mutag 2000; 35: 206-221.

78. Kassie F, Parzefall W, Knasmmuller §. Single cell gel electrophoresis
assay. a new technique for human biomonitoring studies. Mutat Res 2000,
463: 13-31. '

79. Rojas E, Lopez MC, Valverde M. Single cell gel electrophoresis assay:
methodology and applications. J Chromatography B 1999; 722; 225-254.

80. Anderson A. Antioxidant defences against reactive oxygen species causing
genetic and other damage. Mutat Res 1996 350: 103-108.

81, Cutler RG. Antioxidants and aging. Am J Clin Nutr 1991; 563: 373s-379s.

82. Aruoma Ol, Jenner A, Halliwell B. Application of oxidative DNA damage
measurements to study antioxidant actions of dietary components In:
Advances in DNA damage and repair. Dizdaroglu Ed. New York, 1999: 19-
26,

83. Packer JE, Slater TF, Willson RL. Direct observation of a free radical
interaction between vitamin E and vitamin C. Natur 1979; 278 737-38.

84. Ames BN, Cathcart R, Schwiers E, Hochstein P. Uric acid provides an
antioxidant defence in humans against oxidant and radical caused againg
and cancer; a hypotesis. Proc Natl Acad Sci USA 1981; 78; 6558-6562.




Ledn Reyes, MP. 78

85. DiMascio P, Murphy ME, Sies H. Antioxidant defence systems: the role of
carotenoids tocopherols and thiols. Am J Clin Nutr 1991; 53: 1945-200S.

86. Nohl H. Involvement of free radicals in ageing: a consecuence or cause of
senesce. Br Med Bull 1993; 49: 653-67.

87. Marklund SL. Human copper-containing superoxide dismutase of high
molecular weight. Proc Natl Acad Sci USA 1982; 79: 7634-38.

88. Rusting R, Why do we age? Scientific American 1992; 267; 86-95.

89. Tamaring RH. Reparacidn del DNA. En: Principios de Genética. Ed
Reverete, Barcelona 1996: 483-89.

80. Henle ES, Linn S. Formation, prevention, and repair of DNA damage by iron
/ hidrogen peroxide. J Biol Chem 1997; 272 19095-098.

91. Sohal RS, Weindruch R. Oxidative stress, caloric restriction, and aging.
Science 1996; 273: 59-63.

92. Pal Yu B. Aging and oxidative stress: modulation by dietary restriction. Free
Radic Biol Med 1996; 21: 651-668.

93. Perez-Campo R, Lépez-Torres M, Cadenas S, Rojas C and Barja G. The
rate of free radical production as a determinant of the rate of aging: evidence
from the comparative aprroach. J Comp Physiol B 1998; 168:149-138.

94, Finkel T, Holbrook NJ. Oxidants, oxidative stress and biclogy of ageing.
Nature 2000; 408: 239-47.

95. Yougman LD. Protein restriction (PR} and caloric restriction (CR) compared;
effects on DNA damage, carcinogenesis and oxidative damage. Mutat Res
1993, 295: 165-79.

96. Coakley EH, Kawachi |, Manson JE, Speizer FE, Willet WC, Colditz GA.
Lower levels of physical functioning are associates with higher body weigth
among middle-age and older women. Int J Obes 1998; 22: 958-965.

97. Weindruch R. Restriccién calérica y envejecimiento. Investigacién y Ciencia
(Edicién espaiiola de Scientific American) 1996; 234: 12-18.

88. Mendoza NV, Retana UR, Sanchez RM, Altamirano LM. DNA damage in
lymphocytes of elderly patients in relation with total antioxidant levels. Mech
Ageing Develop 1999; 108: 9-23,

99. Retana UR, Altamirano LM, Mendoza NV, Molina AB. Dafio al ADN como
posible predictor de fragilidad en el proceso de envejecimiento, Tépicos de
investigacién y Posgrado 1997; V(3): 180-84.




Ledn Reyes, MP. 79

100. Traber MG. Vitamin E, oxidative stress and healthy ageing. Eur J Clin
Invest 1997; 27: 822-24.

101. Anderson D, Yu TW, Phillips BJ, Schmezer P. The effect of various
antioxidants and other modifying agents on oxygen redical generated DNA
damage in human lymphocytes in the COMET assay. Mutat Res 1994; 307:
261- 271,

102. Cooke SM, Evans MD, Podmore D, et al. Novel repair action of vitamin
C upon in vivo oxidative DNA damage. FEBS 1998; 363: 363-367.

103. Betancourt M, Ortiz R, Gonzalez C, et al. Assessment of DNA damage in
leukocytes infected and malnourished children by single cell gel
electrophoresis f comet assay. Mutat Res 1995; 331: 65-77,

104. Esteve JM, Mompo J, Garcia De La Asuncidn J, et al. Oxidative damage
to mitochondrial DNA and glutathione oxidation in apoptosis: studies in vivo
and in vitro. FASEB J 1999; 13: 1055-1064.

105. Singh PN, Danner BD, Tice RR, et al. DNA damage and repair with age
in individual human lymphocytes. Mutat Res 1990; 237: 123-30.

106. King CM, Bristow-Craig HE, Gillespie ES, Bamett YA. In vivo antioxidant
status, DNA damage, mutation and DNA repair capacity in cultured
lymphocytes from healthy 75- to 80- year old humans. Mutat Res 1997, 37
137-147.

107. Kruszewski M, Wojewodzka M, Iwanerko, et al. Application of comet
assay for monitoring DNA damage in workers exposed to chronic low-dose
iradiation. Muata Res 1998; 416: 37-57.

108. Barnett YA, King CM. An investigation of antioxidant status, DNA repair
capacity and mutation as a function of age in humans. Mutat Res 1995; 338:
115-128.

109. Vistisen SL, Eweriz M, Tjonneland, Overvad K, Poulsen HE. Oxidative
DNA damage estimated by 8-hydroxydeoxyguanosine excretion in humans:
influence of smoking, gender and body mass index. Carcinogenesis 1992;
13:2241-47.

110. Betti C, Davini T, Giannessi, LN, Barale R. Microgel electrophoresis
assay (comet test) and SCE analysis in human lumphocytes from 100
normal subjects. Mutat Res 1994; 307: 323-33.

#£STA TESTS NO SALE

DR LA BIBLICTECA



Ledn Reyes, MP. 80

111.  Grossman L, Metanoski G, Farmer E, et al. DNA repair as a susceptibility
factor in chronic diseases in human populations. In; Dizdaroglu M, Karakaya
AE. Advances in DNA damage and repair oxygen radical effects, cellular
protection, and biological consequences. Vol 302 Series a Life Science.
New York: Plenum Plublishers, 1999; 149-167.




	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Marco Teórico
	4. Planteamiento del Problema
	5. Hipótesis   6. Objetivo
	7. Material y Métodos
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Referencias

