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|. RESUMEN

ANTECEDENTES: Las especies reactivas de oxigeno (EROSs) tienen gran importancia biolégica debido a que poseen
funciones como moduladores de la respuesta celular; sin embargo pueden estar vinculadas con el dafio oxidativo en
diferentes biomoléculas y el establecimiento del estrés oxidativo (EOx). Por otro lado, la relacion del EOx como causa o
consecuencia del envejecimiento es controversial, ya que aunque se ha propuesto que el EOx es el principal factor que
desencadena envejecimiento; también se ha sugerido que el envejecimiento exitoso es consecuencia de mecanismos
adaptativos que favorecen la resistencia al EOx, de ahi que se cuestione si el envejecimiento per se cursa con un
incremento significativo de EOx y dafio al ADN.

OBJETIVO: Determinar la influencia del envejecimiento sobre la eficiencia del sistema antioxidante, dafio oxidativo a
biomoléculas y capacidad de reparacion del ADN en sujetos sanos de la ciudad de México.

MATERIAL Y METODOS: Se llevé a cabo un estudio transversal y comparativo en una muestra por cuotas de 162
sujetos clinicamente sanos con residencia en la ciudad de México. Se conformaron 3 grupos de estudio acorde con los
siguientes intervalos de edad: i) 25-44 afios (n = 73), ii) 45-64 afios (n = 68) y iii)65 afios y mas (n = 21). Se consideraron
como variables dependientes el EOx y el dafio al ADN, y como variables independientes la edad y el sexo. Se midieron
los siguientes marcadores de EOx y dafio al ADN: lipoperoxidacion plasmatica (LPO) por el método de sustancias
reactivas al acido tiobarbitUrico; actividad de superdxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPX) y capacidad
antioxidante plasmatica total (AT) por métodos colorimétricos (Randox laboratorios Ltd.®), se calcularon razén SOD/GPx
y capacidad antioxidante residual (GAP). El dafio oxidativo y la capacidad de reparacion del ADN se determinaron por
ensayo cometa y concentracion en orina de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), respectivamente. Los datos fueron
analizados a través de promedios y error estandar (EE), como pruebas de comparacién se emplearon t de Student y
ANDEVA y como prueba de asociacion regresion lineal multiple con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS: No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de LPO y 8-OHdG, ni
en la actividad de SOD, GPx, AT y GAP en los grupos conforme aumenta la edad (p>0.5). No obstante, en el analisis
estratificado por edad y sexo, las mujeres de 65 afios y méas mostraron un promedio de migraciéon de ADN
significativamente menor y un mayor porcentaje de células sin dafio al ADN que las mujeres de 25 a 44 afios. Asimismo,
se observo una correlacion positiva significativa entre la edad y el nimero de células sin dafio al ADN (r = 0.22, p<0.05)
en el analisis de la poblacion general. Sin embargo, en el andlisis estratificado por edad y sexo, en el grupo de hombres
de 45 a 64 afos se encontrd una correlacion negativa entre la edad y la migracién de ADN (r = -0.4, p<0.05), en
contraste en el grupo de mujeres del mismo grupo de edad se encontr6 una correlacion positiva significativa entre el
porcentaje de células sin dafio al ADN y la edad (r = 0.22, p<0.05).

Por otro lado, en las mujeres de 25 a 44 afios se encontré una correlacion positiva (p<0.05) entre la edad y la actividad
de GPX (r = 0.46), la AT (r = 0.61) y el GAP (r = 0.57) y negativa con la razon SOD/GPX (r = -0.43). Asimismo, se
encontrd en las mujeres de 45 a 64 afios correlacion negativa estadisticamente significativa entre la edad y la actividad
de SOD (r = -0.38), GPX (r = -0.42) y GAP (r = -0.46).

CONCLUSIONES: Los resultados sugieren que el envejecimiento per se no se acompafia de un incremento en el EOx ni
dafo oxidativo al ADN, debido a la eficiencia del sistema antioxidante conforme aumenta la edad determinada en gran
medida por la actividad de la SOD, GPx y GAP. Nuestros hallazgos también muestran que en los individuos sanos se
presenta un proceso adaptativo al EOx y al dafio al ADN vinculado probablemente al fenédmeno de hérmesis, lo cual se
observa con mayor evidencia en las mujeres, apoyando la hipétesis que vincula la mayor eficiencia del sistema
antioxidante con el sexo femenino.




1.1. Abstract

BACKGROUND: The reactive oxygen species (ROS) have great biological importance, because they are involved in the
cellular signalling of vital functions; at the same time, the ROS are linked with the oxidative stress (OxS) and oxidative
damage to biomolecules as the DNA. On the other hand, it is controversial if the OxS is cause or consequence of the
aging. In this sense, it has been proposed out that the OxS is the main factor that triggers aging. Although likewise it has
been pointed out that the successful aging is consequence of adaptive mechanisms liked to resistance to the OxS, for
this reason it is questioned if the aging per se increase the OxS and oxidative DNA damage.

OBJECTIVE: To determine the influence of the aging on the efficiency of the antioxidant system, oxidative damage and
DNA repair capacity in healthy subjects from Mexico City.

MATERIAL AND METHODS: A cross sectional and comparative study was carried out in a sample of 162 healthy
subjects lived in Mexico city whose were divided into three different age groups: i)25-44 years (n = 73), ii) 45-64 years (n
= 68) and iii)=65 (n = 21). We considered the oxidative stress (OxS) and oxidative DNA damage as dependent variables
and age and sex as independent variables. We measured lipoperoxides in plasma by the thiobarbituric acid substances
reactive method, total antioxidant status in plasma (TAS), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx)
activities by colorimetric methods (Randox Laboratories, Ltd.®), and SOD/GPx ratio and antioxidant gap (GAP) it were
calculated. The oxidative DNA damage it was determinate by comet assay and the DNA repair by 8-hidroxy-2-
desoxiguanosine (8-OHdG) assay in urine. Data were expressed by means * standard error (SE), Student t-test and
ANOVA were used for comparative statistics and lineal regression as association tests it was used. A p value <0.05 was
considered significant.

RESULTS: Significant differences were not found in mean plasmatic lipoperoxides and 8-OHdG concentrations, neither
SOD and GPx activities or TAS and GAP by age groups (p>0.5). However, significant differences were observed in DNA
damage by age and sex analysis: DNA migration mean was significant lower in 265 years than 25-44 years women.
Likewise the percentage of cells with out DNA damage was higher in 265 years than 25-44 years women. On the other
hand, we observed a significant positive correlation between age and the number of cells with out DNA damage (r = 0.22,
p<0.05) in all population. However, in the analysis by age and sex groups, it was found a significant negative correlation
between age and DNA migration mean (r = —-0.40, p<0.05) in group of 45-64 years males and a significant positive
association between age and percentage the cells with out DNA damage (r = 0.22, p<0.05) in women of the same age
group.

It was found a significant positive correlation (p<0.05) between age and GPx activity (r = 0.46), AT (r = 0.61) and GAP (r =
0.57) and negative correlation between age and SOD/GPx ratio (r = —0.43) in 25-44 years females. At the same time it
was found a significant negative correlation between age and SOD (r = —0.38) and GPx (r = —0.42) activities and GAP (r
=-0.46) in a 45-64 years females.

CONCLUSIONS: Our findings suggest that aging per se it is not associated with an increase of OxS or oxidative DNA
damage, due to age-related efficiency of the system antioxidant above all in women, characterized by an increase of
SOD, GPx activities and GAP linked to hormesis phenomenon probably.
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lIl. INTRODUCCION

Actualmente, el mundo esta cursando por una transicion demografica importante y nuestro pais no
esta exento de este fendmeno poblacional por lo que se han impulsado lineas de investigacion
orientadas al estudio de los mecanismos bioquimicos involucrados en el envejecimiento usual,
exitoso y patolégico, tomando en cuenta nuestro entorno sociocultural con la finalidad de

comprender el proceso en todas sus dimensiones.

Al respecto, en la teoria de los radicales libres (RL), propuesta en 1956, se enunciaba que el factor
principal que da origen al envejecimiento e incrementa la vulnerabilidad para las enfermedades
crénico degenerativas es el estrés oxidativo (EOX), es decir, la acumulacién de dafio oxidativo en
las macromoléculas, propiciado por una inadecuada proteccién contra el efecto de los RL
derivados del metabolismo aerdbico. Sin embargo, aun en la actualidad no hay evidencias
consistentes que nos permitan concluir si el exceso de RL promueve el envejecimiento por la
pérdida de la reserva homeostéatica o si el EOx es una consecuencia directa de los cambios que
ocurren en este proceso fisiologico. La inconsistencia en las investigaciones que pretenden
demostrar alguna relacién entre el envejecimiento y el EOx, se debe a los diferentes modelos y
protocolos seguidos, ademas de que el andlisis del EOx se limita a los resultados aislados de los
componentes pro-oxidantes y antioxidantes debido a la falta de un constructo que nos permita

evaluar integralmente dicho proceso dinamico.

Por tal motivo, la finalidad del presente estudio es determinar la influencia del envejecimiento sobre
la eficiencia del sistema antioxidante, dafio oxidativo y capacidad de reparacién del ADN en
sujetos sanos de la ciudad de México, con la finalidad de contribuir en el campo de la Gerontologia
bioldgica al esclarecimiento de algunos de los factores vinculados con el envejecimiento exitoso y
brindar fundamento teérico para la implementacién de programas preventivos y/o tratamientos

terapéuticos encaminados a mejorar la calidad de vida de los ancianos.




IV. MARCO TEORICO

El envejecimiento humano es un proceso universal y multifactorial en el que se presentan
cambios a nivel morfofisiolégico, bioquimico y psicosocial que pueden afectar de diferente manera
a los individuos en funcion del grado y la rapidez con que se presenten alterando la respuesta
homeostatica. Al respecto, en 1956 Denhan Harman propuso que el envejecimiento es producto
del EOx, es decir, el dafio oxidativo acumulado en células y tejidos ocasionado por los radicales
libres (RL), lo que propicia una mayor susceptibilidad para la presencia de enfermedades crénico-

degenerativas durante el proceso de envejecimiento.

Sin embargo, en la actualidad se ha demostrado que el envejecimiento no necesariamente
esta relacionado con enfermedad o deterioro funcional, de ahi que en el campo de la Gerontologia
bioldgica es controversial la teoria del envejecimiento y radicales propuesta por Harman (1956). En
este sentido, es necesario esclarecer si el exceso de RL promueve el envejecimiento por la
afectacién de la respuesta homeostética o si el EOx es una consecuencia directa de los cambios
que ocurren en este proceso fisioldgico o si sélo se presenta el EOx cuando al envejecimiento se

suman las enfermedades croénicas o las alteraciones metabdlicas que caracterizan la fragilidad.

A continuacibn se presentara la informacién teérica necesaria para enmarcar
conceptualmente y fundamentar nuestra investigacion y asi poder precisar el problema y la
hipétesis. Se incluirdn algunas definiciones fundamentales relacionadas con el envejecimiento,
algunos aspectos sobre transicion demogréafica y epidemiolégica en México, asi como los
mecanismos bioguimicos involucrados en el EOx, algunos marcadores biologicos y las evidencias

cientificas de describen su relacion con el envejecimiento.

IV.1. Envejecimiento

El envejecimiento humano es un proceso universal y multifactorial caracterizado por
modificaciones a nivel bioldgico, psicoldgico y social determinadas por factores de tipo genético,
ambiental y sociocultural que se presentan en todos los individuos a diferente ritmo y de diferente

manera.’




Para fines de nuestro estudio nos apegaremos a la definicion propuesta en la Unidad de
Investigacion en Gerontologia de la Facultad de Estudios Superiores ZARAGOZA, UNAM, la cual
establece que el envejecimiento es un “proceso gradual y adaptativo, caracterizado por una
disminucion relativa de la respuesta homeostéatica, debida a las maodificaciones morfoldgicas,
fisiol6gicas, bioquimicas y psicoldgicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al
desgaste acumulado ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo

en un ambiente determinado”.?

Esta definicion se apoya en el enfoque teérico de la alostasis (Allostasis) que establece que
el organismo responde de manera activa ante amenazas 0 retos estresantes con el fin de
mantener la homeostasis por medio de un proceso adaptativo conocido como “alostasis”; sin
embargo este mecanismo de respuesta adaptativa puede representar un costo bioldgico si el
estimulo estresante se presenta en forma repetida, y hace que el esfuerzo por la adaptacién se
torne excesivo, lo que propicia la carga alostatica (Allostatic load), haciendo menos eficiente el

proceso y favoreciendo la aparicién de padecimientos infecciosos y crénico-degenerativos. *°

Algunas definiciones de envejecimiento lo describen como un proceso acumulativo e
irreversible con deterioro progresivo de todos los drganos y tejidos y con la subsiguiente
disminucion de la actividad fisiolégica del organismo hasta hacerlo incapaz de enfrentar las
circunstancias y condiciones de su entorno, propiciando una mayor vulnerabilidad para
enfermedades infecciosas, metabdlicas, autoinmunes, neoplasicas, respiratorias, articulares y
cardiovasculares.®’ En este sentido, dificilmente se pueden diferenciar los cambios asociados al
proceso fisiologico de envejecimiento y los vinculados a las enfermedades cronicas que se
presentan con mayor frecuencia en la vejez si no se aclara que la disminucién de la funcion
organica, es debida a la enfermedad y no al envejecimiento en si mismo, ya que este Ultimo es un

proceso gradual y adaptativo.

Por tal motivo, se ha dividido al envejecimiento en exitoso, usual y fragil considerando que
este proceso es consecuencia de la interaccién biolégica y sociocultural a lo largo de la vida del
individuo. En este sentido, Rowe y Kahn sefialan que un individuo cursa un “envejecimiento
exitoso” cuando solo presenta cambios inherentes a esta etapa de la vida, debido a una respuesta
alostatica eficiente su pérdida fisiol6gica es minima, por lo que conservan su funcionalidad e
independencia (fisica, mental y social), es mejor su calidad de vida y longevidad. En el

“envejecimiento usual’ ademés de los cambios inherentes a la edad, la carga alostatica propicia la




aparicion de enfermedades cronico-degenerativos y consecuentemente, alteraciones morfolégicas
y fisiologicas que repercuten negativamente en la funcionalidad, calidad de vida y longevidad del
individuo. Por otro lado, en el “envejecimiento con fragilidad” ademas de los cambios inherentes al
proceso, la excesiva carga alostatica provoca una disminucion acentuada de la reserva
homeostatica que incrementa la vulnerabilidad a la descompensacién por las enfermedades

agudas y cronicas manifestandose como discapacidad y dependencia funcional con repercusion

significativa en la calidad de vida y longevidad de los individuos. &°

Los parametros cronoldgicos para identificar el envejecimiento y la vejez son distintos.
Aunque no es posible establecer con precisibn en que momento una persona empieza a
envejecer, en términos generales se sefiala como etapa de inicio del envejecimiento al final de la
adultez a partir de la quinta década de vida (alrededor de los 45 afos). Por otro lado, el inicio de la
vejez, es un criterio establecido por la sociedad para catalogar a una persona como vieja o
anciana, lo cual tiene implicaciones sociales y econdémicas. En este sentido, por consenso
internacional se ha aceptado catalogar como ancianos a aquellos individuos mayores de 65 afios
en paises desarrollados y a individuos mayores de 60 afios en paises en desarrollo como el

nuestro, en el que por disposicion federal se les cataloga como “adultos mayores” (AM).*°

IV.1.1. Transicién demografica y epidemiolégica.

En las dltimas décadas se ha incrementado el interés en el proceso de envejecimiento
debido por un lado, al aumento significativo de la poblacion mayor de 60 afios en el mundo y por
otro lado, debido a la transicion epidemioldgica que se presenta como efecto secundario de esta

transicion demografica.

En el afio 2002 la Organizacién de las Naciones Unidas, en su resumen ejecutivo,
comunicé que en el afio 2000 el 10% de la poblacién mundial estaba constituida por ancianos y se
espera que para el afio 2050 esta cifra aumente a un 21%. En este sentido, se ha establecido que
esta tendencia al envejecimiento de la poblacién es casi irreversible ya que el grupo de personas
de 60 afios y mas aumenta a razén de 2% por afio y esta acompafiada de descensos en los
porcentajes de poblacién joven y en las tasas de fecundidad y mortalidad e incremento en la

esperanza de vida.™*
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A pesar de que México aun no es considerado un pais de ancianos, se encuentra en franco
proceso de envejecimiento poblacional que obedece a esta transicion demogréfica. En el afio 2000
existian aproximadamente 7 millones de personas mayores de 60 afios (6.8% de la poblacién total
del pais) y de acuerdo a las proyecciones realizadas se espera que para el afio 2050 sean mas de
32.5 millones, que corresponderia aproximadamente del 25 al 28% de la poblacibn mexicana

total 1?13

Este envejecimiento poblacional requerird ajustes en el &mbito econdmico politico y social
de la mayoria de los paises, incluyendo el nuestro, debido a que la transicibn demografica
repercute en las causas de mortalidad y morbilidad de la poblacién. Solo por mencionar un
ejemplo, en la década de los 70’s las principales causas de muerte en la poblacién general eran
las enfermedades infecciosas y para el afio 2001 la diabetes mellitus (DM) era la principal causa
de muerte en poblacion general y la tercera causa de muerte en poblacién anciana; actualmente
se ha sefialado que las principales causas de muerte en AM en el mundo y en nuestro pais son en
primer lugar las enfermedades del corazén, seguidas de los tumores malignos y la DM. Aunado a
ello, en la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) 2000 realizada en México, se detecté que casi el
50% de las mujeres y el 57% de los hombres ancianos padecen Hipertension arterial (HTA) y
aproximadamente el 22% de la poblacion anciana padece DM, enfermedades consideradas como
las principales causas de morbilidad, por lo que actualmente las enfermedades crénico-

degenerativas se han convertido en el principal problema de salud de nuestro pais.** *°

Las enfermedades cronicas en la vejez y sus repercusiones en la funcionalidad fisica,
mental y social pueden constituir una carga sanitaria y financiera significativa para el anciano, la
familia y el sistema de atencion a la salud. Por tal motivo, es conveniente realizar investigaciones
con el proposito de conocer a fondo los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en el
proceso de envejecimiento que permitan fundamentar la aplicacibn de programas para la
prevencion, deteccién oportuna y control de enfermedades cronico-degenerativas, con la finalidad
de disminuir su prevalencia e incidencia, asi como evitar o retardar la aparicion de complicaciones,

mejorando la calidad de vida de los individuos.

IV.1.2. Teorias del envejecimiento y teoria de los radicales libres.

Diversos datos de tipo biolégico, epidemiolégico y demogréfico han dado origen a un gran

namero de teorias que pretenden explicar los fendmenos que dan origen al envejecimiento.
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En este sentido, debido a que el envejecimiento no tiene un origen Unico, no existe una
teoria que pueda explicar por si misma y en forma determinante el origen del envejecimiento, de
hecho, se puede requerir del argumento de varias de estas teorias para entender este fenGmeno

tan complejo.'®*®

No obstante, aunque las teorias no son mutuamente excluyentes, para facilitar su estudio y

aplicacion se ha aceptado el clasificarlas en sistémicas, evolucionarias, moleculares y celulares.™®

En las teorias sistémicas, como la teoria neuroendocrina y la teoria inmunolégica se
considera que el envejecimiento esta relacionado con la declinacién de la actividad fisiol6gica
celular de los sistemas nervioso, endocrino e inmunolégico, esenciales en el control y
mantenimiento de otros sistemas dentro del organismo, influyendo en la habilidad de los
organismos para comunicarse y adaptarse al ambiente en el cual viven. La aceptacion de estas
teorias es parcial debido a que se considera que los cambios relacionados con la edad en la
actividad celular de estos sistemas, son manifestaciones secundarias al proceso de envejecimiento

y no las que dan origen al mismo.**?

Dentro de las teorias evolucionarias encontramos a la teoria de la acumulacion de errores,
la teoria del soma desechable y la teoria del antagonismo pleiotropico.”* La teoria de la
acumulacion de errores, también conocida como teoria del error catastréfico, propone que el
envejecimiento se produce por la acumulacién de errores en biomoléculas vitales como ADN y
proteinas que en un nivel suficiente pueden ocasionar una declinacion fisiologica catastrofica
asociada al desarrollo de patologias y envejecimiento.? La teoria del soma desechable argumenta
que el organismo somético es mantenido y preservado efectivamente solo para la etapa
reproductiva y después es desechable; inherente a esta teoria es la idea de que el mantenimiento
somaético o la longevidad tiene un costo, y el balance de recursos invertidos en la longevidad vs. la
salud reproductiva determinan la esperanza de vida.'®* Por otro lado la teoria del antagonismo
pleiotrépico sugiere que algunos genes pueden presentar en etapas temprana de la vida efectos
benéficos que influyen en la supervivencia y reproduccién pero poseen efectos deletéreos con la

edad y por lo tanto contribuyen directamente a la senescencia. ** %

Dentro de las teorias moleculares encontramos a la teoria de la regulacién genética que
propone que los genes de longevidad, estan vinculados con el establecimiento del envejecimiento,

y pueden modular la velocidad con que envejecemos.®
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Se ha demostrado en nematodos, moscas de la fruta y ratones que existen genes que al
ser manipulados (inactivados o sobre expresados), pueden aumentar la longevidad debido a que
mejoran los mecanismos de reparacion o incrementan la resistencia al estrés (cuadro 1V.1.).22*
Aunado a ello, también existen evidencias que indican que la esperanza de vida maxima potencial
se encuentra bajo control genético y por estudios realizados en centenarios y sus familiares se ha
apoyado la idea de que la longevidad excepcional (una edad superior a los 90 afios) tiene un

componente genético esencial. ** *%2*

Aumento en la esperanza de vida por:

Modificacién genética simple  Sobre-expresién de genes

Nematodos
age-1 old-1 (tkr-1)
daf-2 sir-2
clk-1 hsp-70
eat-2 hsp-16
isp-1 hsf-1
tor-1
Moscas de la fruta
mth hsp70
Indy sodl
InR Pcmt
Chico MsrA
Ratones
Prop-1"" aMUPA
Pit-ldW/dW
p66sh
GHR/BP
Ghrhr
FIRKO
IgfLrt

Cuadro IV.1. Genes que al ser modificados pueden incrementar la esperanza de vida.

En la actualidad también se ha considerado el papel de los SNPs (del inglés, single nucleotide
polymorphisms) en el envejecimiento y la longevidad, que pueden estar relacionados con la
variacion en la mortalidad o incluso en el riesgo para el padecimiento de enfermedades cronicas

de la vejez.*
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Por otro lado, dentro de las teorias celulares encontramos a la teoria de la senescencia
celular y a la teoria de los radicales libres.'® La primera indica que la senescencia celular es el
proceso que limita el numero de divisiones normales de células en cultivo y es conocido como un
mecanismo de supresion de tumores, que también determina la esperanza de vida maxima de un

organismo.

Este limite en la capacidad de replicacion ocurre después de determinado ndimero de
divisiones celulares y resulta del acortamiento de telémeros, pequefias porciones de ADN al final
de los cromosomas que previenen la degradacion y fusién con otros cromosomas.? Por otro lado,
la senescencia inducida por estrés ocurre en respuesta a una gran variedad de factores que
incluyen el dafio al ADN, modificaciones en la estructura de la heterocromatina y sefiales
mitogénicas resultado de la expresion de oncogenes y puede promover la acumulacion de células
senescentes disfuncionales que desarrollan fenotipos de envejecimiento y patologias relacionadas

con la edad. 1 %%

Por dltimo, se encuentra la teoria de los radicales libres en la que se enmarca
conceptualmente nuestra investigacion, de hecho, esta teoria es una de las mas conocidas y
plausibles para explicar el proceso de envejecimiento, la cual fue propuesta por Denhan Harman
en 1956.”* Esta teoria propone que la acumulacién de dafio oxidativo en las macromoléculas,
propiciado por una inadecuada proteccién contra los RL derivados del metabolismo aerébico
normal, ocasiona un deterioro funcional progresivo de las células, tejidos y érganos y es el
principal mecanismo enddgeno que da origen al envejecimiento.?®* Esta teoria asume que es una
causa Unica la que da origen al envejecimiento y puede modificarse por factores genéticos y

ambientales.*

El hecho por el cual esta teoria ha sido tan aceptada hasta nuestros dias se debe a que
puede explicar entre otros aspectos: i)Como los organismos como entes individuales pierden la
habilidad para mantener la homeostasis en la ultima etapa de la vida incrementado la
vulnerabilidad para enfermedades crénico-degenerativas, ii)Clarifica las bases de las grandes
variaciones en la esperanza de vida de cohortes, cadenas genéticas y especies, iii)ldentifica los
factores cruciales responsables para la prolongacién de la esperanza de vida por mutaciones de
genes Unicos o por regimenes especiales tales como la restriccién calérica (RC), y iv)Demuestra
que el indice de envejecimiento puede ser manipulado por variaciones en los factores que se

espera son causales de senescencia.**>!
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Por otro lado, debido a que en las ultimas dos décadas, se ha observado que las especies
reactivas de oxigeno (EROs) que no son RL, como los perédxidos, estdn asociadas con el dafio
oxidativo en las células, la teoria de los radicales libres se ha modificado por teoria del estrés

oxidativo, y actualmente estos dos términos se usan indistintamente. 33

IV.2. Equilibrio pro-oxidante/antioxidante

IV.2.1. Especies reactivas de oxigeno (EROs)

El oxigeno (O,) es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los organismos
aerdbicos, ya que participa en diversas reacciones de oxido-reduccién (redox) como aceptor de
electrones, incluyendo la sintesis de ATP durante la respiracién mitocondrial; sin embargo, durante
estos procesos sufre reducciones sucesivas dando origen a productos intermedios y finales mas

reactivos conocidos como especies reactivas de oxigeno (EROs), que en su mayoria son RL. 3%

Los RL son entidades quimicas ya sea atomos o moléculas que contienen al menos un
electron no apareado en uno de sus orbitales moleculares y son extremadamente reactivos cuando
tienden a asociarse apareando sus electrones libres.*® El oxigeno en si mismo, es un birradical ya
gque posee dos electrones no apareados que se encuentran en dos orbitales moleculares distintos
con giros paralelos; termodinamicamente busca estabilizarse produciendo moléculas de agua, sin
embargo su naturaleza birradical impide que capte dos electrones simultaneamente por lo que solo
puede aceptar un electron a la vez, desestabilizando a la molécula del cual lo toma, formando asi

otros productos reactivos conocidos como EROs que incluyen méas RL.?% 3% 3¢

En la reduccion sucesiva del oxigeno para formar moléculas de agua estan involucradas
cuatro reacciones y se forman al menos tres EROs por la adiciébn secuencial de electrones: la
reduccion univalente del oxigeno produce el radical superoxido (O,7), un radical que en
condiciones fisiolégicas no produce dafio oxidativo en biomoléculas, pero es convertido
espontdneamente o por accion de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en peréxido de
hidrégeno (H»O,) y por ultimo en la reduccion trivalente del oxigeno se forma el radical hidroxilo

(OH") que es considerado como la ERO con mas poder oxidante (Figura 1V.1).%* %
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+1e” +H" +1e” +2H" +1le” +1e” +H"

0O, — Oz._ — H,O, — OH' +OH =— 2H,0

Figura IV.1. Reduccion de oxigeno molecular a agua y EROs intermediarios formados.

El H,O, tiene menor poder oxidante que el radical O,", pero puede ser reducido por sales
de metales en transicion como Ti(lll), Cu(l), Fe(ll), Co(ll) o Ni(ll) para formar OH’. Sin embargo, en
términos de la posibilidad de generacién de este radical in vivo, el metal que ha recibido mayor
atencion es el hierro; de este modo, las sales de hierro pueden reaccionar con el H,O, para formar

OH’ de acuerdo a la reaccion de Fenton (Figura IV.2).%

Fe(ll) + H,0, = OH' + OH™ + Fe (Ill)

Figura IV.2. Radical OH" formado por medio de la reaccion de Fenton que involucra sales ferrosas.

En adicion, el radical superoxido puede reducir ciertos quelatos férricos y dar origen al
radical hidroxilo por medio de una reacciébn conocida como reaccion de Haber-Weiss (Figura
Iv.3).%7: %

Fe**/Fe*?
0,;"+H,0, = OH +OH +0;
Figura IV.3. Radical OH" formado por medio de la reaccién de Haber-Weiss a partir de radical

superoéxido.

Existen otras EROs de notable importancia que incluyen radicales con un atomo de
carbono central (R") y son el resultado de la accion del radical OH" sobre una molécula bioldgica
(RH). Estos radicales interactian con el oxigeno para formar radicales peroxilo (ROQO") y estos a su
vez pueden participar en otras reacciones para formar radicales alcoxilo (RO). % * Ademaés de
estas, existen otras especies oxidantes no radicales como el acido hipocloroso (HOCI), los
hidroperoxidos organicos (ROOH) derivados principalmente de los &cidos grasos poliinsaturados,

los aldehidos reactivos y el oxigeno singulete (*0,).%
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Existe un gran niumero de fuentes de EROs de origen exdgeno como el smog, el ozono,

pesticidas, xenobioticos, humo de cigarro y radiacion ionizante, ultravioleta, visible o térmica.>

Asi mismo, las EROs pueden formarse por diversos procesos endégenos. El radical O,
puede producirse enzimaticamente en reacciones catalizadas por las NADPH oxidasas localizadas
en las membranas de células polimorfonucleares, macréfagos y células endoteliales; también
pueden producirse por oxigenasas dependientes del citocromo P450 y en la conversidn proteolitica

de xantina en xantin oxidasa en la que también se produce el H,0,.%

Aunado a estos procesos, se encuentra la respiracion celular que se lleva a cabo en la
cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria, que representa la principal fuente
intracelular de EROs debido a que bajo condiciones fisiologicas se estima que del 1 al 2% del

consumo diario total de oxigeno se convierte en radical O,.**

Las evidencias cientificas sugieren que las EROs desempefian una funcién importante en
la sefializacién y regulacion celular, tanto en procesos fisiolégicos (favoreciendo el establecimiento
de la homeostasis redox del organismo) como en procesos patoldgicos.** ** No obstante, por su
alto poder oxidante las EROs se han considerado como productos téxicos del metabolismo que
pueden potencialmente ocasionar dafio en lipidos, proteinas, carbohidratos y en el ADN cuando se
incrementan de forma significativa en células y tejidos debido a un exceso en su produccion, a una

deficiente eliminacion o ambos.*?

IV.2.2. Dafio oxidativo a biomoléculas

Los lipidos son moléculas particularmente susceptibles de sufrir el ataque por EROs. Las
membranas celulares contienen fosfolipidos que pueden ser oxidados facilmente por un proceso
denominado lipoperoxidacion que comprende una serie de reacciones en cadena que comienza
por la abstraccién de un atomo de hidrégeno por parte de un RL, dando origen a un radical lipidico
(dieno conjugado) con un atomo de carbono central (L), que en un ambiente aerébico produce un
radical peroxilo (LOO®); una vez iniciada la reaccion, este radical peroxilo puede propagar la
peroxidacion al sustraer un a&tomo de hidrégeno de un fosfolipido adyacente convirtiéndose a si
mismo en un hidroperoxido organico (LOOH), el cual se puede descomponer en otras EROs,

incluyendo radicales alcoxilo (LO"), aldehidos, epéxidos lipidicos y alcoholes.®**
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En la actualidad se ha demostrado que los lipoperoxidos y oxiesteroles inducen la
produccion de enzimas de destoxificacion y estan involucrados en la expresién genética, en la
regulacién del metabolismo del colesterol y en la homeostasis; sin embargo, cuando exceden la
capacidad de las defensas antioxidantes y se acumulan, producen efectos dafiinos deletéreos.
Con la acumulacion de lipoperoxidos en la membrana celular, se altera la permeabilidad, se
incrementa su fluidez, su rigidez y en casos extremos se pierde la integridad celular por su ruptura;
si por otro lado los lipoperoxidos se transforman en aldehidos, estos pueden actuar como agentes
entrecruzantes, favoreciendo la agregacion entre proteinas y el &cido desoxirribonucleico (ADN) y

la formacion del pigmento lipofucsina.*

Por otro lado, cuando las EROs atacan directamente a las proteinas, pueden causar
modificaciones en casi todos los residuos de aminoacidos e inducir su fragmentacion o
entrecruzamiento con otras proteinas, carbohidratos e incluso con ADN. Estos dafios se traducen
en la pérdida de la estabilidad y la funcién, por lo que se incrementa la susceptibilidad a ser
degradadas por enzimas proteoliticas. Por otro lado, si las EROs atacan lipidos de membrana se
pueden inactivar receptores o enzimas unidas a dichas membranas, y si la molécula oxidada es el
ADN, se inhibe la sintesis de proteinas o se producen proteinas defectuosas con cinética y
actividad alterada. A nivel orgénico las consecuencias se observan cuando hay rigidez de tejidos
debido a los entrecruzamientos y la respuesta inmune puede verse disminuida por la alteracion de

la antigenicidad, entre otras.*®

Asi mismo, el ADN no se encuentra exento del dafio mediado por EROs a nivel
mitocondrial y nuclear. Se ha estimado que las células humanas estan expuestas diariamente a 10

000 impactos oxidativos.*

De igual manera se ha estimado que el ADN mitocondrial (ADNm) es mas susceptible de
ser dafiado oxidativamente que el ADN nuclear (ADNn) en una proporcién 10 a 20 veces mayor,
debido a que en la mitocondria se lleva a cabo el metabolismo aerébico y el material genético
contenido en este organelo se encuentra en contacto constante con las EROs, este hecho es de
particular importancia ya que se ha estimado que la mitocondria consume entre el 90 y el 95% del
oxigeno celular y que aproximadamente el 2% de este, es convertido a ion superéxido, ademas el

ADNm carece de histonas protectoras y tiene mecanismos de reparacion incompletos.*”*®
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Las principales alteraciones producidas por los RL en el ADN son la oxidacion de
desoxirribosa, modificacion de bases puricas y pirimidicas, formacién de sitios abésicos, rupturas
de cadena sencilla y doble, entrecruzamientos con proteinas y ADN, e intercambio de cromatidas

hermanas. *°

Cuando la desoxirribosa ha sido oxidada puede liberarse en forma modificada o puede
permanecer unida al ADN, con lo cual induce rompimientos de cadena sencilla al separarse del
grupo fosfato del nucleétido adyacente; si se forman numerosos rompimientos de cadena sencilla,
se pueden producir rompimientos de cadena doble, que provocan dafio permanente al material

genético.*

Por otro lado, cuando las EROs actian sobre las bases nitrogenadas producen
sustituciones, deleciones o inserciones dependiendo del ambiente redox circundante y de la
especie oxidante involucrada, estas modificaciones dan origen a mas de 100 productos en células
de mamiferos y aunque las cuatro bases pueden sufrir oxidacién las mas susceptibles son las
pirimidinas y en este sentido, uno de los aductos mas estudiados es la 8-hidroxiguanina y su
guanosido la 8-hidroxiguanosina.®® Son el radical hidroxilo y el oxigeno singulete, los encargados
de producir la mayor parte de los aductos de ADN.*? Al ser modificadas las bases, pueden
permanecer las mutaciones en el material genético afectando la transcripcion, traduccion y
replicacién del ADN; pero por otro lado, también pueden crearse sitios abasicos si estas bases son

removidas del ADN que no son capaces de codificar para la sintesis de proteinas.*®>

Asi mismo, cuando el MDA reacciona con el ADN favorece los entrecruzamientos ADN-
proteina y ADN-ADN que se forman cuando un radical de ADN se combina con un radical de
proteina, con un aminoacido o con una base de otro ADN.****** De estos entrecruzamientos los
mas toxicos son los entrecruzamientos ADN-ADN que pueden causar la muerte a células con
mecanismos de reparacion insuficientes e inducen mutaciones y re arreglos relacionados con el

desarrollo de tumores y crecimiento celular descontrolado.*®

Es la acumulacién del dafio oxidativo producido en estas biomoléculas el que incrementa el
riesgo de desarrollar padecimientos cronicos como diabetes mellitus, enfermedades cardiacas,
desérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer y distintos tipos de cancer,
entre otras. Afortunadamente, antes de que el dafio oxidativo sea producido, los organismos

poseen un sistema de defensa antioxidante y mecanismos de reparacion de biomoléculas cuya
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funcion es disminuir la concentracion de EROs hasta niveles fisioldgicamente aceptables y reparar

las lesiones oxidativas producidas, con la finalidad de mantener la homeostasis redox.®’

IV.2.3. Sistema de defensa antioxidante (SAox).

Para prevenir la peroxidacion lipidica y el dafio oxidativo al ADN, el organismo posee un
sistema de defensa antioxidante (SAox) que en condiciones fisiolégicas, mantiene una
concentracion baja de EROs y limita el dafio oxidativo en las células. Para alcanzar su obijetivo, el
SAox emplea mecanismos de proteccién, que comprenden la prevencion de la formacién de las

EROs, la captura de intermediarios reactivos y la inhibicién de la propagacién de sus reacciones.*®

Un antioxidante es “cualquier sustancia que, cuando se encuentra presente en bajas
concentraciones comparado con un sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la

oxidacion de dicho sustrato”.®®

A pesar de que existen diversas clasificaciones para los antioxidantes, una de las mas
utilizadas con fines de investigacion en humanos, agrupa a los antioxidantes en funcién de: la
prevencion del EOx, limitacion o neutralizacién del EOx y reparacion del dafio molecular por EOx
(Figura IV.4).%

Los antioxidantes primarios forman parte del primer nivel de proteccion contra estas
especies oxidantes, su principal funcion es prevenir la formacién de EROs y por lo tanto, prevenir
el establecimiento del EOx.>® Las enzimas antioxidantes y las proteinas atrapadoras de metales se

encuentran dentro estos antioxidantes.

Las enzimas antioxidantes actian en forma coordinada para contrarrestar el efecto de las
EROs. La superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) acelera en unas 40 veces, la dismutacion del
ion O,” a H,0, y oxigeno En humanos existen tres formas de SOD: citosélica (CuzZnSOD),
mitocondrial (MnSOD), y extracelular (EC-SOD).°

Por su parte, el perdxido de hidrégeno y los otros hidroperéxidos organicos son reducidos
hasta agua por la accion independiente de la glutatibn peroxidasa (GPx; EC 1.11.1.19) y la
catalasa (CAT; EC 1.11.1.6).5%%

20



Sistemas Antioxidantes

Primarios Secundarios Terciarios
Previene formacion Capturan radicales libres Reparan
de radicales libres | biomoléculas

Enzimas
reparadoras

atrapadoras
de metales

|
‘ o
enos
@ Proteinas @ -

Melatonina

Figura IV.4. Clasificacion de los sistemas antioxidantes

La GPx es una selenioproteina que se encuentra en el citoplasma y mitocondrias y emplea
glutation (GSH) como sustrato para la reduccion de los hidroperoxidos. La CAT se encuentra en el
citosol y los peroxisomas y contiene un grupo hemo responsable de su actividad catalitica (Figura
|V 5 ) 61,62

0," + 0,7 + 2H" =23 H,0, + O,
H,0, + 2 GSH —=2X—3 GSSG + 2 H,0
2 HyOp =2l 2 H,0 + O
Figura IV.5. Actividad de las enzimas antioxidantes

El balance entre la actividad de estas enzimas es determinante para la resistencia de las
células contra el dafio oxidativo. Por un lado, si la actividad de SOD esta disminuida con respecto
a la actividad de GPx y CAT, se favorece la acumulacién de ion O,” que es toxico para las

macromoléculas, y por el otro lado, una actividad incrementada de SOD con respecto a la actividad
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de GPx y CAT puede favorecer la sobreproduccion de H,O,, el cual es responsable de la

generacion de otras EROs.*%

La lactoferrina, transferrina, ferritina y ceruloplasmina son proteinas atrapadoras de metales
cuya funcién es secuestrar iones metélicos como hierro y cobre, y evitar que se encuentren

disponibles para la formacioén de radicales hidroxilo.*®

Los antioxidantes secundarios limitan o neutralizan el EOx ya que actian en
compartimientos hidrofébicos o hidrofilicos eliminando, atrapando y estabilizando a las EROs ya
formadas que han escapado de la primer linea de defensa antioxidante, por lo que inhiben la
iniciacion o propagacion de las reacciones en cadena en las que estan involucrados limitando su
efecto nocivo sobre moléculas blanco. En este grupo se encuentran las vitaminas A, Cy E y los
componentes plasmaticos como la bilirrubina, el acido drico y la albimina, ademas de la

melatonina y los estrdgenos.*®

La tercera linea de defensa la componen los sistemas de reparacion, encargados de
reparar las lesiones producidas en las biomoléculas oxidadas, restaurdndolas a su conformacion
nativa. Dentro de este grupo encontramos a las enzimas reparadoras de lipidos (aciltransferasas y
fosfolipasas), proteinas (proteinasas, proteasas y peptidasas) y ADN (exo- y endo-nucleasas,
glicosilasas, polimerasas y ligasas), que intervienen en la reparacion por recombinacion homoéloga
(HR), la unién de terminales no homoéloga (NHEJ), reparacion por escisién de nucleotidos (NER) y

reparacion por escision de bases (BER).>*%

Aungue algunos autores no consideran a las enzimas de reparacion como parte del sistema
antioxidante debido a la funcion que desempefan, si forman parte de los mecanismos de defensa
y proteccion contra el EOx, ya que se ha sugerido que el organismo podria sucumbir rapidamente
al dafarse cualquiera de los componentes celulares vitales por dafio oxidativo si solo tuviéramos a

las enzimas y compuestos antioxidantes como medios de proteccion.®®

IV.2.4. Estrés oxidativo

La evidencia acumulada sugiere que las EROs son necesarias en concentraciones

bajas, ya que al mantener el estado redox fisiolégico, pueden estimular la expresion genética,
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transduccién de sefales, actividad enzimética, y la proliferacién celular, acttan como segundos
mensajeros e incluso pueden favorecer el establecimiento del balance redox al inducir la respuesta
del SAox y enzimas de reparacion de macromoléculas, que los encargados de mantener las
concentraciones de EROs en niveles tolerables para el organismo y de evitar la acumulacion del

dafio oxidativo en las macromoléculas.®®®’

Es solo cuando las defensas antioxidantes y los mecanismos de reparacion son
insuficientes para limitar el efecto nocivo de las EROs en las células, que se establece el estrés
oxidativo (EOx), el cual se ha definido como “un desequilibrio entre las especies oxidantes y los

antioxidantes a favor de los primeros” (Figura IV.6.).6%%°

Fuentes endogenas Defensas Fuentes exogenas
Mitocondria Antioxidantes Luz UV
Peroxisomas SOD, GPx, CAT Radiaciones

NADPH oxidasa Vitaminas Ambiente
. 0Oy :
ONOO RO
Menos H,0, @ NO, Mas
0, . NO
OH

Defecto en la funcién Defecto en la funcién

Homeostasis

fisioldgica ™~ = fisioldgica
Defecto en el Metabolismo y

sistema Crecimiento Envejecimiento || Enfermedad
de defensa normal

Figura IV.6. Estrés oxidativo, homeostasis y enfermedad (Tomado de Finkel y Holbrook, 2000)

IV.2.5. Biomarcadores de EOx

Hasta ahora, el EOx se ha evaluado mediante el andlisis de biomarcadores de dafo
oxidativo y antioxidantes en diversos tejidos y fluidos bioldgicos con el fin de determinar su papel

en la patogénesis de diversas enfermedades e incluso en el origen del envejecimiento.
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Se ha definido como biomarcador a una "caracteristica que puede ser medida y evaluada
objetivamente como indicador de un proceso biolégico normal, de un proceso patolégico o como
respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica” y por lo tanto refleja cambios en los
sistemas biolégicos que estan relacionados a una exposicion o al efecto de cualquier tipo de

material o estimulo.®®"*

Una variedad de indicadores se han empleado para determinar el dafio mediado por EROs
o la generacion de RL in vitro. Se han detectado incluso directamente algunas EROs pero debido a
gue estas son altamente reactivas e inestables y poseen un tiempo de vida media muy corto, se ha
preferido emplear biomarcadores de dafio oxidativo derivados de la interaccion de las EROs con

las macromoléculas por considerarse mas estables.”"?

La peroxidacion lipidica genera una variedad de productos relativamente estables,
principalmente aldehidos reactivos a,p-insaturados, tal como malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2-
nonenal (HNE), 2-propenal e isoprostanos, los cuales pueden ser cuantificados en suero y en

orina como una medida indirecta del EOx.®°

En este sentido, el MDA es considerado el mejor marcador de peroxidacion lipidica y se
determina por medio del método del acido tiobarbitarico (TBA) en el que se forman aductos MDA-
TBA, llamados TBARS (del inglés thiobarbituric acid reactive substances). A pesar de que mucho
se ha especulado de la carencia de especificidad de este método, aun se emplea ampliamente

debido a que es muy econdémico y relativamente facil de realizar. ™

Los marcadores de la oxidacion de proteinas incluyen derivados de proteinas carboniladas,
cadenas laterales de aminoacidos oxidados, fragmentos de proteinas y formacion de productos de
glicosilacion avanzada (AGEs, del inglés advanced glycation end products). Los derivados
carbonilados son muy labiles y los AGEs son dificiles de detectar analiticamente, es por eso que
se emplean la formacion de orto-tirosina (o-Tyr) y ditirosina en RNAsa purificada expuesta a
oxidacion catalizada por metales para determinar el dafio oxidativo in vitro, como medida del
EOx."

Por otro lado, dependiendo de la especie oxidante involucrada, se forman productos
especificos derivados de la oxidacion del ADN, que sirven para estimar el dafio oxidativo. En

este sentido, la estimacion de los productos derivados de la reparacion del ADN en sangre y orina
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pueden reflejar el indice total de dafio en el cuerpo, mientras que el dafio oxidativo determinado en

células, como leucocitos, refleja el balance entre el dafio y la reparacion en el tejido analizado. "

En los dltimos afios, se ha empleado a la 8-hidroxi-2 desoxiguanosina (8-OHdG u 8-oxodG)
como marcador de EOx. Cuando el ADN oxidado es reparado, se forman productos de reparacion
muy solubles en agua que son excretados por la orina sin sufrir metabolismo adicional en el
organismo y no son modificados por los habitos alimenticios. Estos productos urinarios oxidados
incluyen bases libres y desoxinucleosidos, como la 8-OHdG, que puede reflejar no solo la
extension del dafio en el organismo, sino también el balance entre el dafio oxidativo y la
reparacion. Su determinacion ofrece ventajas como la obtencién de muestras por métodos no
invasivos, y la existencia de diversas metodologias para su cuantificaciébn entre las que se
encuentran la HPLC (del inglés, high-performance liquid chromatography), GC-MS (del inglés, gas

chromatography-mass spectrometry) y ELISA.”*"

Un método alternativo para determinar el dafio oxidativo al ADN es el denominado “ensayo
cometa” que cuando se lleva a cabo a pH 13 se conoce como “electroforesis unicelular alcalina” en
el que se pueden detectar rompimientos de cadena doble o sencilla, asi como sitios alcali labiles,
entrecruzamientos con proteinas e incluso la reparacion del dafio inducido por agentes oxidantes,

genotoxicos o radiacion en células individuales.” "

Este método presenta ciertas ventajas: posee una alta sensibilidad en la deteccién de bajos
niveles de dafio al ADN, requiere de pequefas cantidades de células, es un método muy flexible,
de bajo costo, relativamente facil de llevar a cabo y requiere poco tiempo para la obtencién de

resultados.”

Basicamente, las células son embebidas con agarosa en una placa que es lisada en altas
concentraciones de sales y detergentes para posteriormente aplicar un campo eléctrico en
condiciones alcalinas, que permitira al ADN dafiado desenrrollarse desde el nlcleo hacia el anodo

para formar la cola de un cometa que indicara la cantidad de dafio producido en esa célula.”’

Aungue algunos autores han mencionado que se puede determinar el dafio oxidativo por
métodos mas sensibles y especificos, el ensayo de ELISA para la cuantificacion de 8-OHdG vy el
ensayo cometa ofrecen la ventaja de que al no requerir preparacién previa de las muestras para su

andlisis, estas no estan expuestas a la oxidacion que se puede presentar en HPLCy GC-MS,
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ademdas del costo relativamente menor y la facilidad para realizar los procedimientos, son de gran
utilidad para estudios de grandes poblaciones como es el campo de la epidemiologia

molecular.””"®

Por otro lado, para la evaluacion de la actividad del sistema antioxidante, se encuentran
marcadores enzimaticos y no enzimaticos. Por parte de los antioxidantes enzimaticos se evalua la
actividad de SOD, GPx, CAT y en ocasiones la actividad de glutation reductasa (GR). En este
sentido, se ha demostrado que el indice SOD/GPx o0 SOD/GPX+CAT ofrece una mejor estimacion
de la actividad conjugada de estas enzimas dentro de la célula, que la determinacién de cada una
por separado y permiten vincular la actividad enziméatica con procesos patoldégicos o con la

resistencia celular al estrés inducido por oxidantes.

La actividad del sistema antioxidante no enzimatico o extracelular, se puede evaluar
determinando la concentraciéon de cada uno de los antioxidantes, en este sentido, existe un gran
cumulo de estudios in vitro y ensayos clinicos realizados para determinar el efecto de la
suplementacion de vitaminas antioxidantes en el EOx en fumadores/no fumadores, en personas

con algun tipo de enfermedad crénica o aguda, cancer e incluso en el envejecimiento.®

Por otro lado, para la evaluacion de la eficiencia del sistema antioxidante extracelular se
puede determinar la capacidad antioxidante plasmatica total (AT) y la capacidad antioxidante
residual (GAP antioxidante). La AT considera la accion acumulada de todos los antioxidantes
presentes en el plasma y aunque existe una gran variedad de métodos, el utilizado con mayor
frecuencia es el que mide la capacidad antioxidante en equivalentes Trolox. Este método utiliza la
supresion del color del cation radical ABTS directamente relacionada con la capacidad antioxidante

de la muestra.®!

Por otro lado, la albumina y el &cido Urico constituyen mas del 50% de la actividad
antioxidante plasmatica total, es por esta razon que se determina la capacidad antioxidante
residual o GAP, que refleja la actividad combinada de los antioxidantes plasmaticos diferentes de

albumina y &cido arico como son la vitamina A, C y E, bilirrubina, transferrina y haptoglobulina.®!#?

Hasta ahora, del estudio de estos y otros biomarcadores se ha establecido que el EOx

contribuye, al menos tedricamente, al desarrollo de enfermedades crénicas y agudas; y constituye

la causa principal que da origen al envejecimiento normal.®’
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Sin embargo, a pesar de los multiples estudios realizados, aun en la actualidad en el campo
de la Gerontologia biologica, no se ha esclarecido si el EOx es causa o consecuencia del
envejecimiento. Al respecto, el envejecimiento se ha asociado con una acumulacion de dafio
oxidativo, no obstante no es del todo claro si es la alteracion en las concentraciones de EROs, la
responsable de afectar la homeostasis del organismo y promover el envejecimiento, o si el EOx es

una consecuencia de la homeostasis alterada por otros cambios relacionados con la edad. &

IV.3. Estrés oxidativo y envejecimiento

Se ha sugerido que el dafio oxidativo se acumula con el envejecimiento debido al
incremento en la formacién de EROs, a la disminucién de la actividad del sistema antioxidante,
disminucién en la reparacion del dafio oxidativo o degradacion de macromoléculas oxidadas, a un
incremento en la susceptibilidad de los tejidos al dafio oxidativo, o a la accidbn combinada de estas,

no obstante existen evidencias que se contraponen a estas afirmaciones.”®

Se han encontrado evidencias de la acumulacion en el dafio oxidativo en acidos nucleicos,
proteinas y lipidos en distintos tejidos de especies animales y en humanos relacionados con la
edad, sugiriendo que este es provocado por un incremento substancial en la formacion de radical
superoxido y H,O,, debido a que al modificarse las condiciones del flujo en la CTE de la
mitocondria, es mas facil para los electrones escapar de esta cadena, favoreciendo la acumulaciéon
de mutaciones en el ADNm que a su vez induce la peroxidacion lipidica de las membranas y dafio
en el ADNn dando origen al envejecimiento.?*® No obstante, la informacién teérica disponible

respecto a la acumulacion de dafio oxidativo sobre las biomoléculas no es concluyente.

Al respecto, existen diversos estudios en los que se ha encontrado que el MDA se
incrementa significativamente casi a un ritmo exponencial con la edad, sugiriendo que con el
envejecimiento la velocidad de peroxidacién aumenta y se presenta un incremento en el himero
de acidos grasos poli insaturados en la membrana celular, lo que la hace mas susceptible al
ataque por parte de las EROs, favoreciendo la acumulacién de aldehidos reactivos y el pigmento

lipofucsina.?*®

Por otro lado, existen estudios que revelan que el MDA no presenta cambios significativos

con respecto a la edad. Al respecto, en un estudio realizado en individuos de 65 afios en adelante,
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se observo que la peroxidacion lipidica determinada a través del MDA, no se modifica con la edad
y que la actividad plasmatica del glutation si se incrementa favoreciendo el establecimiento del

equilibrio pro-oxidante/antioxidante como un mecanismo de envejecimiento exitoso.”

De la misma forma, en diversos estudios se ha encontrado un aumento significativo en la
concentracion de 8-OHdG en tejidos animales, de hecho esta elevacidn esta acentuada en tejidos
como cerebro y corazén que tienen una actividad metabdlica mucho mayor, sugiriendo que la
capacidad de reparacion disminuye al menos en 0.7% por afio a lo largo de la vida. Aunado a ello,
se ha encontrado un incremento substancial en el dafio oxidativo al ADN medido en células
individuales a través del ensayo cometa, sugiriendo que éste se incrementa con la edad debido a
la pérdida de especificidad o inducibilidad de algunas enzimas que participan en la reparacion de

las lesiones oxidativas como la endonucleasa AP y la B-polimerasa.®*

Por otro lado, se ha demostrado que no existen cambios significativos en los niveles
basales de dafio oxidativo en el ADN con el envejecimiento, y que la capacidad de reparacion de
individuos mayores de 75 afios es comparable con la de individuos jévenes, sugiriendo que en
individuos sanos, prevalece una alta estabilidad genémica que provoca que la actividad de las
enzimas que participan en la reparacion de las lesiones oxidativas se mantenga o incluso aumente

y esto contribuye al incremento de la resistencia al EOx.%*%°

Por otro lado, se ha demostrado al evaluar los niveles basales de dafio oxidativo al ADN en
células de nifios, adultos y ancianos, que el dafio oxidativo que se observa en las células de los
ancianos no muestra diferencia estadisticamente significativa con respecto a las células de los
nifos y de los adultos, pero cuando las células de individuos ancianos son sometidas a dosis
elevadas de radiacion UV o genotoxicos, muestran una mayor susceptibilidad a la formacion de
rupturas de cadena en el ADN y una menor capacidad de reparacion de las lesiones oxidativas

favoreciendo la acumulacion de dafio.%”%

Por otro lado, se ha observado que la acumulacién en el dafio oxidativo al ADN esta
relacionado con enfermedades como DM tipo 2, aterosclerosis y enfermedad coronaria entre otras
y debido a que el dafio oxidativo en el ADN que no es reparado favorece la acumulacién de
mutaciones que incrementan la inestabilidad gendmica y asi, aumentan el riesgo para el desarrollo
de céncer y otras enfermedades, por lo que se ha empleado la disminucién en la capacidad de

reparacion como un buen marcador de riesgo de céncer o de enfermedad coronaria, aunque aun
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no es posible determinar si la elevacion en el dafio oxidativo al ADN es causa etiologica para la

enfermedad o si solo es consecuencia de estas.?1%?

Aungue son muchas las investigaciones que han desarrollado con el fin de dilucidar la
relacion entre la actividad de los diferentes componentes del sistema antioxidante y el
envejecimiento, los resultados aun son controversiales ya que no se ha encontrado un patrén de
cambio claro. Por un lado existen evidencias que indican que la actividad de las enzimas
antioxidantes y de los antioxidantes extracelulares disminuye durante el proceso de envejecimiento
en diversos tejidos y que esto puede al menos en parte, contribuir al aumento en la susceptibilidad

de los tejidos al dafio oxidativo.®1%%1%

Por otro lado existen estudios que sugieren que la actividad enzimatica antioxidante de
SOD, GPx y CAT no se modifica con la edad o incluso puede aumentar en respuesta al incremento

en la produccion de EROs en diversos tejidos, impidiendo que se establezca el EOx.%*%"1%

Al respecto, se ha demostrado que la actividad de las enzimas antioxidantes es similar en
células de nifios, adultos y ancianos en la medicion basal, sin embargo, después de ser sometidas
a irradiacion UV, se genera una acumulacion de dafio oxidativo en las células de los individuos
ancianos, la cual no es debida a la falta de enzimas antioxidantes sino al exceso de EROs
presentes después de la irradiacion UV.?” Se ha observado en distintos 6rganos que cuando existe
un incremento de la actividad enzimatica de GPx en paralelo a un aumento en la actividad de SOD
relacionada con la edad, se preserva la razén SOD/GPx y los 6rganos en estudio no muestran un
incremento en la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica durante el envejecimiento, ya que se
mantiene un balance antioxidante enzimético y no hay incremento en el dafio oxidativo mediado
por EROs.*®

En cuanto a la funcién de los antioxidantes exdgenos, en centenarios sanos, un excelente
ejemplo de envejecimiento exitoso, se ha encontrado que los niveles de vitamina A y E se
encuentran elevados sugiriendo que no solo desempefian una funcién antioxidante aumentando la
proteccion del organismo contra el dafio oxidativo en el ADN y otras biomoléculas, sino que son
factores bioldgicos que garantizan la eficiencia de otros mecanismos homeostaticos en este grupo

de individuos.'®
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Por otro lado, existen evidencias que sugieren que una concentracion elevada de vitaminas
antioxidantes en el plasma solo es indicativo del alto consumo de frutas y verduras, pero no

necesariamente garantiza que el dafio oxidativo se encuentre disminuido,*®®

ya que algunos
autores sugieren que las dosis a las cuales las vitaminas muestran su eficiencia antioxidante in
vitro son muy altas, e incluso podrian comportarse como pro-oxidantes en el organismo, por otro
lado, esta el hecho de que algunos de estos antioxidantes actlan juntos eficientemente pero

individualmente no presentan efectos benéficos.*®

La inconsistencia y contradiccion en los resultados de las investigaciones que pretenden
demostrar alguna relacion entre el envejecimiento y el EOx , se debe probablemente a que los
estudios se han realizado en diferentes muestras de tejidos y animales, y son limitados los
estudios realizados en humanos, a las diferentes técnicas y protocolos empleados para la
evaluacion de los marcadores y a que en la literatura cientifica no se ha encontrado una definicion
operativa de EOx que contemple los biomarcadores implicados en el dafio oxidativo y sistema
antioxidante de manera integral, por lo que recientemente en la Unidad de Investigacion en
Gerontologia de la FES Zaragoza, UNAM, se propuso un constructo practico y accesible que
pretende evaluar al EOx de manera integral incluyendo la evaluacion del nivel de dafio oxidativo en

biomoléculas asi como algunos componentes del sistema antioxidante intra y extracelular.****°

La utilidad de un constructo se fundamenta en que diversas investigaciones han sefialado
que una disminucién de las enzimas antioxidantes o de la capacidad antioxidante plasmatica total
no siempre indica una condicion no deseable si las especies oxidantes se encuentran en
concentraciones aceptables, al respecto, es notable resaltar que si las concentraciones de los
componentes que forman parte del sistema antioxidante se encuentran disminuidos, no siempre se
debe a que la respuesta del sistema antioxidante es insuficiente sino a que puede estar actuando
de manera eficiente contra las EROs limitando su concentracién para evitar que se altere el
equilibrio redox, y por otro lado un nivel disminuido de antioxidantes tampoco puede ser atribuido
al solo hecho de que no son necesarios porque no hay EROs que degradar ya que al ser un
proceso dindmico, su eficiencia debe evaluarse en funcion de la cantidad de EROs y el dafio en

biomoléculas.?®111

Asi mismo, se ha encontrado que una actividad antioxidante alta no siempre garantiza un
efecto benéfico y limitacion sobre el efecto de las especies oxidantes, ya que a pesar de ser el

resultado de la adaptacion del organismo ante un incremento en la formacion de estas, bajo ciertas
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circunstancias pueden presentar una efectividad comprometida debida a la especie oxidante

involucrada o se pueden comportar como especies pro-oxidantes.'®

IV.4. Factores pro-oxidantes

El EOx es un proceso que puede ser maodificado por diversos factores exdgenos como: el
tabaquismo, la ingesta de bebidas alcohdlicas, la exposicion a contaminantes ambientales,
radiacién ultravioleta, estrés psicolégico, ejercicio fisico, el nimero de horas de suefio, la dieta e
incluso el género. La frecuencia e intensidad en la exposicién a estos factores puede provocar
respuestas Unicas en el organismo determinantes en el proceso de resistencia o vulnerabilidad

ante el EOx.

Frecuentemente se ha asociado el tabaquismo con un incremento en el dafio al ADN en
individuos jovenes y ancianos, de hecho hay evidencia epidemiol6gica que relaciona el consumo
de tabaco con el desarrollo de cancer de pulmén; también se ha demostrado que los extractos del
cigarro tienen actividad carcinogénica y mutagénica y en diversos estudios que monitorean el dafio
al ADN causado por exposicion ocupacional se han revelado los efectos dafiinos del cigarro al
observarse un incremento en el dafio oxidativo al ADN y disminucion en la actividad del sistema
antioxidante.***** Aunado a ello, se ha observado que los individuos que dejan de fumar muestran

niveles mas bajos de dafio oxidativo al ADN un afio después de dejar este habito.™*?

Sin embargo existen estudios que no encuentran diferencias entre fumadores y no

fumadores en términos de dafo oxidativo al ADN.

Por otro lado, el ejercicio fisico se ha asociado con EOx y se considera puede llevar a altos
niveles de dafio oxidativo en las macromoléculas cuando se realiza con cierta duracion e
intensidad, en este sentido, se ha demostrado que el ejercicio anaerébico no produce incremento
en el dafo oxidativo al ADN mientras que el ejercicio aerdbico extenuante puede provocar un
aumento en el dafio oxidativo al ADN con su pico mas alto a las 24 horas No obstante se ha
sugerido que el ejercicio regular es una excelente medida preventiva contra el EOx ya que puede
estimular la respuesta del sistema antioxidante y de las enzimas que participan en la reparacion de

dafio oxidativo.'*®
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A pesar de que el etanol puede presentar actividad como antioxidante también se ha
observado que tiene actividad mutagénica, teratogénica y carcinogénica en humanos y que el
consumo cronico de alcohol favorece el establecimiento del EOx debido a que promueve la
formacion de EROs que inician la peroxidacion lipidica, incrementan el dafio al ADN en linfocitos e
interfiere con los mecanismos de proteccion del organismo y por lo tanto favorece el

envejecimiento prematuro.**®

Al respecto, también existen estudios en los que se ha observado que en individuos
ancianos el dafo por alcohol se presenta en forma gradual y por lo tanto no altera la homeostasis
de los individuos pero en los individuos expuestos al etanol en forma crénica se altera la
homeostasis significativamente aumentando el grado de dafio oxidativo en el ADN, lo que sugiere
que el consumo de alcohol constituye un factor de riesgo mayor para el dafio oxidativo al ADN que
la edad.’” Asi mismo se ha observado que el consumo leve a moderado de alcohol puede estar
asociado con una reducida mortalidad por enfermedad -cardiovascular en hombres con

hipertension. '8

La desnutricion calorico-proteica, tan frecuente en adultos mayores, favorece el EOx debido
a la disminucién de la reserva proteica y a la concomitante disminucién en el consumo de
vitaminas antioxidantes y minerales esenciales para el buen funcionamiento de las enzimas
antioxidantes.™® Asi mismo, en un estudio en el cual se indujo obesidad en ratas por medio de una
dieta rica en calorias, se observo que la concentracion plasmatica de TBARS se increment6 en un
43 a 52%, la actividad enzimatica de SOD disminuyé en un 47.5% y la capacidad antioxidante
plasmaética total disminuy6é en comparacién con un grupo control por lo que se ha concluido que la
obesidad induce EOx que a su vez contribuye al desarrollo de enfermedades como aterosclerosis,

DM e hipertensién arterial.**

Por otro lado, se ha observado que las dietas vegetarianas pueden disminuir ligeramente el
dafio oxidativo en el ADN pero otros marcadores de estabilidad genética no se ven afectados y por
medio de estudios en modelos animales se ha observado que la restriccidn caldrica es un régimen
que puede retrasar el envejecimiento e incluso aumentar la esperanza de vida ya que disminuye la
produccion de EROs, aumenta la capacidad de reparacién de las biomoléculas y preserva la

actividad del SAox.?*
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Dentro de los contaminantes ambientales son la materia particulada menor de 10 micras
(PM10) y la menor de 2.5 micras (PM2.5) las que se encuentran asociadas con enfermedades de
pulmén incluyendo el cancer, pero de estas, se ha demostrado que la fraccion fina conformada
por las PM2.5, puede acumularse en regiones mas bajas del tracto respiratorio que las PM10 e
inducen una mayor produccion de MDA debido a que contienen una mayor proporcion de metales

pesados capaces de favorecer la produccién de EROs.**?

El suefio, es un estado fisiologico en el que se incrementan los niveles séricos de
antioxidantes con la finalidad de destoxificar al organismo del exceso de EROs generados durante
el estado de vigilia. Sin embargo, la deprivacion del suefio se ha asociado con la disminucién de la

actividad de las enzimas antioxidantes.

El género puede tener efecto sobre algunos marcadores de EOx, por ejemplo, se ha
observado que la actividad de GPx es mayor en mujeres que en hombres, sin embargo existen
otros estudios que no han encontrado diferencias con respecto al género.**® Asi mismo, en un
estudio realizado en nuestro pais se encontrd que individuos ancianos hombres presentan 64% de

dafio al ADN en comparacion con el 38% en las mujeres. ***

El proceso de envejecimiento ha evolucionado como un mecanismo de supervivencia por
medio de la adaptacion fisiolégica del organismo ante las condiciones ambientales estresantes y
siempre cambiantes, y se ha sugerido que los habitos que forman parte del estilo de vida juegan
un papel importantisimo en esta adaptacion en ciertas circunstancias; al respecto el proceso de
hérmesis pretende explicar este fendmeno en el que dosis leves o moderadas de algun inductor de
estrés son capaces de estimular una respuesta benéfica del organismo, mientras que altas dosis

del agente estresor provocan respuestas inhibidoras o dafiinas.'?

Se cree que la respuesta adaptativa del organismo ante el estrés moderado puede inducir
la habilidad del organismo para maximizar la eficiencia metabdlica y vivir con un nuevo ambiente
desafiante y asi contribuir con el envejecimiento exitoso, sin embargo aun existe controversia en

este rubro.'?®

Por todo lo anteriormente expuesto, considerando las inconsistencias cientificas respecto a
la influencia del envejecimiento sobre la eficiencia del sistema antioxidante y el dafio oxidativo, y

del papel que tienen los habitos que forman parte del estilo de vida en el EOx, surge la necesidad
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de realizar el presente estudio, con la finalidad de contribuir en el campo de la Gerontologia
biolégica al esclarecimiento de algunos de los procesos vinculados con el envejecimiento exitoso y
brindar fundamento tedrico para la implementacion de programas preventivos y tratamientos

terapéuticos que favorezcan el establecimiento de un estado saludable en los ancianos.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad se ha sugerido que las EROs tienen gran importancia biologica debido a
que funcionan como moduladores de la respuesta celular en diferentes organismos; no obstante,
también pueden estar vinculadas con el dafio oxidativo de diferentes biomoléculas si se
incrementan sustancialmente debido a un ineficiente sistema antioxidante o a inadecuados

mecanismos de reparacion, dando lugar al EOx.

Originalmente, en 1956 se propuso que el EOx, principalmente la acumulaciéon de dafio
oxidativo en biomoléculas como el ADN y la disminucién de la actividad del sistema antioxidante,
eran los principales factores que daban origen al envejecimiento; sin embargo, debido a que este
es un proceso multifactorial, aun en la actualidad no se ha esclarecido si el EOx es causa o

consecuencia de dicho proceso.

Siguiendo la propuesta original, diversos grupos de investigacion han sugerido que el EOx
da origen al envejecimiento al disminuir la reserva homeostéatica del organismo y favorece el
envejecimiento con fragilidad al incrementar la vulnerabilidad para el desarrollo de enfermedades

cronico-degenerativas.

No obstante, también se ha demostrado que el EOx no es una alteracidon constante en
todos los ancianos y sugieren que el desarrollo de mecanismos de resistencia celular al EOx o
adaptacion pueden estar vinculados con el envejecimiento exitoso y una mayor longevidad, de ahi

la importancia de evaluar los marcadores bioldgicos del EOx durante este proceso biolégico.

Por otro lado, el abordaje de la relacion entre el envejecimiento y el EOx se ha realizado de
manera parcial, ya que se han evaluado aisladamente los distintos marcadores del EOx con la
edad, sin considerar que este es un equilibrio dinamico en el que los factores ambientales y
algunos hébitos de los que conforman el estilo de vida pueden tener influencia significativa, por lo
que es necesario integrar los aspectos bioldgicos, bioquimicos y conductuales, en una forma mas

holistica.
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Por tal motivo, nos planteamos las siguientes preguntas de investigacion:

¢Cudl es la influencia del envejecimiento sobre el estrés oxidativo en una poblacion de

individuos sanos de la ciudad de México?

¢ Cual es la influencia del envejecimiento sobre el dafio oxidativo y la capacidad de reparacion

del ADN en una poblacién de individuos sanos de la ciudad de México?

¢ Cual es la influencia del envejecimiento sobre la eficiencia del sistema antioxidante en una

poblacién de individuos sanos de la ciudad de México?

¢ Existe relacion entre la eficiencia del sistema antioxidante con el dafio al ADN y la capacidad
de reparacion en diferentes grupos de edad y género de una poblacion de sujetos sanos de la

ciudad de México?
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VI. HIPOTESIS

» Considerando que el envejecimiento es un proceso fisiologico gradual y adaptativo,
suponemos que los adultos sanos de 25 a 85 afios de edad no presentaran diferencias

estadisticamente significativas en:

a) Los pardmetros y grados de EOx conforme avanza la edad.

b) El dafio y capacidad de reparacién del ADN conforme avanza la edad.

c) La actividad de los componentes enzimaticos y exdgenos que forman parte del SAox

conforme avanza la edad.

» Tomando en cuenta que el sistema antioxidante es fundamental para evitar el EOx durante el
envejecimiento saludable suponemos que la eficiencia del sistema antioxidante estara
asociada a menor dafio oxidativo y a mayor capacidad de reparacion del ADN,

independientemente de la edad y género.
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VII. OBJETIVOS

General:

Determinar la influencia del envejecimiento sobre la eficiencia del sistema antioxidante, dafio

oxidativo y capacidad de reparacion del ADN en sujetos sanos de la ciudad de México.

Especificos:

» Determinar la influencia del envejecimiento sobre el EOx conforme avanza la edad en una

poblacion de adultos sanos de 25 a 85 afios de edad de la ciudad de México.

» Evaluar el dafio y capacidad de reparacién del ADN con relacién al envejecimiento en una

poblacién de adultos sanos residentes en la ciudad de México.

» Evaluar la actividad de algunos marcadores de la eficiencia del sistema de defensa
antioxidante con relacion al envejecimiento en una poblacién de adultos sanos residentes en la

ciudad de México.

» Determinar la influencia de la eficiencia del sistema antioxidante sobre el dafio oxidativo y
capacidad de reparacién del ADN conforme avanza la edad en una poblacion de sujetos sanos

de 25 a 85 arfios de edad de la ciudad de México.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

VIII.1. Disefio de la investigacion y poblacién de estudio

Se llevé a cabo un estudio de tipo observacional, prolectivo, transversal y comparativo en

una poblacién de 162 sujetos mayores de 25 afios con residencia en la ciudad de México, con un

promedio de estancia de 21 + 14 afios. Se conformaron 3 grupos de estudio de acuerdo al

enfoque del ciclo vital humano: i)73 sujetos de 25 a 44 afios, ii) 68 sujetos de 45 a 64 afios vy iii) 21

sujetos de 65 afios y mas.

VIII.1.1. Criterios de inclusion.

Y V VYV V

Individuos que acepten participar en el estudio

Clinicamente sanos, sin padecimientos cronico-degenerativos o agudos.

Con residencia en el area urbana al menos durante los ultimos 5 afios.

Sin ingesta de suplementos antioxidantes por indicacién médica y/o automedicacién en
los ultimos 6 meses.

Sin el habito de alcoholismo: el habito debe estar ausente en los ultimos 2 afios o beber
menos de 5 copas por semana.

Sin el habito de tabaquismo: el habito debe estar ausente en los Ultimos 2 afios o
consumir menos de 5 cigarros a la semana.

Realizan actividad fisica periddica: al menos 20 minutos de ejercicio aerdbico por lo
menos 3 veces por semana.

Duermen mas de 6 horas

No padecen obesidad: Su indice de masa corporal (IMC) esta por debajo de 30 Kg/m?.

VIII.1.2. Criterios de exclusion.

Sujetos que no deseen participar en la investigacion.
Sujetos que presenten cualquier tipo de enfermedades fisicas y mentales.
Sujetos con exposicion a factores pro-oxidantes: tabaco, alcohol, sedentarismo u

obesidad.
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VIII.1.3. Consideraciones éticas.

Los individuos que aceptaron participar en este estudio firmaron una carta de consentimiento

informado (anexo XIV.1).

VIII.2. Variables

VIII.2.1. Clasificacion de variables

» Dependientes:

1. Estrés oxidativo

= Dafio oxidativo al ADN y lipoperoxidacion plasmatica

= Eficiencia del sistema antioxidante

2. Capacidad de reparacion del ADN

» Independientes: Edad y Género

VIII.2.2. Operacionalizacion de variables

» Dependiente: Estrés oxidativo

Definicion conceptual: Desequilibrio bioquimico producido por el efecto de las especies

reactivas oxidantes y la actividad del sistema antioxidante.

Definicion operacional: Se evalué el estrés oxidativo a través de la determinacion de siete

marcadores biolégicos:

v' El efecto de las EROs sobre biomoléculas celulares se determind a través de las
concentraciones plasmaticas de lipoperoxidos (LPO) y el dafio al ADN en linfocitos de

sangre periférica.
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v' La eficiencia del sistema antioxidante se determind a través de la actividad de

superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) en eritrocitos, calculo de la

razon SOD/GPx, capacidad antioxidante plasmatica total (AT) y calculo de la capacidad

antioxidante residual (GAP).

Niveles de medicion: Para todos los parametros se consideraron 2 niveles de medicion:

< NIVEL DE .
VARIABLE DEFINICION MEDICION CATEGORIAS
Efecto de las especies oxidantes
Concentracion de | Cuantitativa
L, . L . umol/L
Concentracion | lipoperoxidos continua
plasma:uc_a de plasr_natlcos . Cualitativa | Valores normales: [< 0.320 umol/L]
lipoperoxidos medido a traves nominal Valores altos: [2 0.320 umol/L]
de TBARS e
Cuantitativa L
. Micrometros
Ruptura de continua
cadena de ADN Cualitativa | Sin dafio: [< 40 % de migracion]
Dafio oxidativo | sencilla o doble en | nominal Con dafio: [> 40 % de migracion]
al ADN (Figura | linfocitos de Sin dafio: [< 5 % de migracion]
VII.3.1.) sangre periférica Cualitativa | Dafo leve: [5 - 19 % de migracion]
medido a traves ordinal Dafio moderado: [20 - 39% de migrac]
de ensayo cometa Dafio severo: [40 - 94 % de migracién
Dafio total: [= 95 % de migracion ]
Actividad del sistema antioxidante
Superoxido Actividad gg;?rfﬁgtlva U/g de hemoglobina
((jés(;nDu)tasa zPitZrlcr)T(]:?[?)Za en Cualitativa Valores normales: [ > 1.20 U/g Hb]
' nominal Valores bajos: [ 1.20 U/g Hb]
Glutatiéon Actividad gg;?rfﬁgtlva U/g de hemoglobina
?élr;))gldasa zPitZrlcr)T(]:?[?)Za en Cualitativa Valores normales: [> 50.1 U/g Hb]
' nominal Valores bajos: [ 50.1 U/g Hb]
. Cociente de la Cuant|tat|va Valores obtenidos de la operacion
Razon actividad de SOD [-2ontinua
SOD/GPx GPx Cualitativa Valores normales: [< 0.023]
y nominal Valores altos: [= 0.023]
Capacidad Actividad total de | Cuanttatva | oo
antioxidante los antioxidantes continua
plasmatica lasmaticos Cualitativa Valores normales: [> 900 umol/L]
total (AT) b nominal Valores altos: [< 900 umol/L]
. Actividad de Cuantitativa
Capacidad | . umol/L
antioxidante todps [0S contlp ua
residual (GAP) antioxidantes no | Cualitativa Valores normales: [> 190 umol/L]
medidos nominal Valores altos: [< 190 umol/L]

41



> Dependiente: Capacidad de reparacion de ADN

Definicién conceptual: Capacidad para reparar el ADN dafiado oxidativamente en diversos

tejidos.

Definicién operacional: Concentracion de 8-OHdG en orina medido a través de un ensayo de

ELISA competitivo

Niveles de medicion:

< NIVEL DE ‘
VARIABLE DEFINICION MEDICION CATEGORIAS
i6 Cuantitativa ng/mg de creatinina
Concentramoq de | continua g/mg
Capacidad de 8-OHdG en orina
> medido a través Valores normales: [>0.496 ng/mg de
reparacion del o S
ADN de un ensayo de | Cualitativa | creatinina]
ELISA nominal Valores bajos: [ 0.496 ng/mg de
competitivo creatinina]
» Independientes: Edad y género
] NIVEL DE ]
VARIABLE DEFINICION MEDICION CATEGORIAS
Tiempo Cuantitativa ~ .
. . Afios cumplidos
cronolégico discreta
transcurrido
Edad desde el
nacimiento hasta | Cualitativa 25 a 44 afios, 45 a 64 afos, 65 afos
la captacion del | nominal en adelante.
individuo en
estudio.
Caracteristicas
fgn9t|p|cas que Cualitativa . ,
Sexo distinguen al . Masculino, femenino
S nominal
individuo de
estudio.
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VIII.3. Procedimientos y técnicas

VIII.3.1. Coleccion de muestras sanguineas

Previo consentimiento informado, las muestras sanguineas de todos los individuos se
obtuvieron por venopuncion entre las 8:00 y 9:00 am posterior a un ayuno minimo de 8 horas en
tubos al vacio (Vacutainer, Beckton-Dickinson) sin anticoagulante para la determinacién de las
pruebas bioquimicas y en tubos con heparina sédica para la determinaciéon de los parametros

hematoldgicos y los marcadores bioldgicos de estrés oxidativo.

VIII.3.2. Determinacién de los parametros bioquimicos y hematolégicos

El tubo sin anticoagulante se centrifugé a 3000 rpm durante 7 minutos para obtener el
suero, con el cual se determindé la concentracion de glucosa, urea, creatinina, acido durico,
albumina, colesterol, triglicéridos y HDL-colesterol por métodos manuales empleando estuches
comerciales de Randox Laboratories, Ltd. Las mediciones se realizaron en un autoanalizador

Eclipse (Merck Co, México), de acuerdo a los siguientes métodos:

» Glucosa: En este método la glucosa se determina colorimetricamente después de una
oxidacion enzimética en presencia de glucosa oxidasa. Se sigui6 el procedimiento sugerido por

la casa comercial de acuerdo al estuche Glucosa GL2614.

» Urea: Se empled el método ureasa-Berthelot modificado. En el método, los iones amonio,
formados a partir de la urea por accion de la ureasa, reaccionan con el salicilato y el hipoclorito
del reactivo para formar un complejo verde (2,2-dicarboxilindofenol) que se lee a 600 nm. Se

siguié6 el procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche Urea UR107.

» Creatinina: Se empled6 el método colorimétrico que se basa en la reaccion de la creatinina en
solucién alcalina con 4cido picrico para formar un complejo coloreado que se lee a 510 nm. La
cantidad del complejo formado es directamente proporcional a la concentracién de creatinina.
Se sigui6 el procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche Creatinina
CR510.

43



Acido urico: Se empleé un método enzimatico colorimétrico en el que el acido urico se
convierte en alantoina y peroxido de hidrégeno por accién de la uricasa. El peroxido de
hidrégeno formado oxida el acido 3,5-dicloro-2-hidroxibencensulfonico y la 4-aminofenazona en
una reaccion catalizada por peroxidasa, para dar un compuesto de quinoneimina rojo-violeta,
cuya absorcion se lee a 520 nm. Se siguio el procedimiento sugerido por la casa comercial de

acuerdo al estuche Acido Urico UA230.

Albumina: Se empled el método de verde de bromocresol en el que la albumina del suero se
une cuantitativamente con el indicador 5,5-dibromo-o-cresol sulfoftaleina (verde de
bromocresol BCP). El complejo albumina-BCP presenta una absorcidbn maxima a 600 nm. Se
siguié el procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche Albumina
AB388A.

Colesterol: Se emple6é un método enzimatico de punto final en el que el colesterol se determina
después de la hidrdlisis enzimatica y oxidacion. El indicador quinoneimina se forma a partir de
peroxido de hidrégeno y 4-aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa. Se sigui6 el

procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche Colesterol CH200.

Triglicéridos: Se emple6 el método GPO-PAP en el que los triglicéridos se determinan después
de la hidrdlisis enzimatica con lipasas. El indicador es una quinoneimina formada a partir de
peroxido de hidrégeno, 4-amino-fenazona y 4-clorofenol bajo la influencia catalitica de la
peroxidasa. Se siguio el procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche
Triglicéridos TR210.

HDL-colesterol: Las lipoproteinas de baja densidad (LDL), muy baja densidad (VLDL) y las
fracciones de quilomicrones se precipitan cuantitativamente al afiadir 4cido fosfotlingstico en
presencia de Mg*%. La fraccién de HDL se determina posteriormente por el método enzimatico
de punto final utilizado para colesterol total. Se siguié el procedimiento sugerido por la casa

comercial de acuerdo al estuche HDL-colesterol CH204.

Se tomé una alicuota de las muestras sanguineas colectadas en el tubo con heparina, para

la determinacién de los parametros hematolégicos. La hemoglobina se midié en forma manual por

la reaccion de cianometahemoglobina. Se determiné el hematocrito por el micrométodo y el conteo

de leucocitos y eritrocitos se realiz6 en una cadmara de Newbauer.
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Se emplearon los valores de referencia obtenidos previamente por el laboratorio de

investigacion en Gerontologia de la FES Zaragoza, UNAM. ***

VIII.3.3 Determinacién de los marcadores biol6gicos de estrés oxidativo

VIII.3.3.1. Lipoperoxidacion plasmatica por TBARS (Sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico)

» Principio del andlisis:

Considerado un buen marcador de lipoperoxidacion por ser uno de los productos finales de
la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados, en esta técnica se mide el malondialdehido
(MDA) acoplado a acido tiobarbitarico (TBA): Una molécula de MDA reacciona con 2 moléculas de
TBA formando aductos de color rosa conocidos como TBARS (Sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico) que tienen un maximo de absorcion a 532-535 nm. Durante la reaccion se
incrementan los TBARS por auto-oxidacion por lo que es importante agregar butiril-hidroxitolueno

(BHT) para reducir la formacion de lipoperoxidos in vitro.

> Procedimiento:

La técnica se realizé acorde a Jentzsch (1996).'%°

v' Se prepar6é una curva de calibracion de MDA por hidrélisis de terametoxipropano (TMP), a

partir de una solucién 0.2 mM de TMP como sigue:

Tubo MDA Soluciéon TMP H,O
umol/L uL uL
Blanco 0 0 400
1 0.2 10 390
2 0.4 20 380
3 0.8 40 360
4 1.2 60 340
5 2.0 100 300
6 2.8 140 260
7 4.0 200 200
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v' Para este procedimiento, el tubo de sangre heparinizada se centrifugdé a 3000 rpm durante 5
minutos para obtener una alicuota de 400 uL de plasma la cual es colocada en un tubo de

reaccion y se adicionaron 50 uL de butiril-hidroxitolueno (BHT, 12.6 mmol/L).

v" Los tubos de la curva de calibracién y con muestra fueron tratados de la manera siguiente: Se
adicionaron 400 uL de acido orto-fosférico (0.2 mol/L); se mezclé durante 10 segundos en

vortex y posteriormente se adicionaron 50 uL de TBA (0.11 mol/L en NaOH 0.1mol/L).

v' Después de agitacién vigorosa en vortex, la mezcla de reacciéon se incub6é a 90 °C por 45
minutos en un bafio metabdlico. Al concluir el tiempo, los tubos se colocaron en un bafio de
hielo para detener la reaccion. Las TBARS se obtuvieron después de adicionar 1.2 mL de n-
butanol en el tubo de reaccién y centrifugar 2 minutos a 5000 rpm para obtener la fase

alcohdlica que se lee a 535 y 572 nm.

v' El MDA en equivalentes TBARS se calcul6 empleando una curva de calibracion de MDA a
partir de una soluciéon 0.2 mmol/L de terametoxipropano (TMP). Se considera que los valores
de lipoperdxidos (LPO) son normales cuando estan por debajo de 0.320 umol/L y elevados

cuando son = 0.320 umol/L.

VII1.3.3.2. Dafio oxidativo al ADN por electroforesis unicelular alcalina.

» Principio del analisis:

Las células son embebidas en microplacas con gel de agarosa, son lisadas con soluciones
de detergentes y sales en concentraciones elevadas con el fin de liberar el ADN y exponer las
rupturas de cadena sencilla, rupturas de doble hebra y sitios alcali labiles; posteriormente, la
electroforesis por un periodo corto de tiempo en condiciones alcalinas (pH > 13) hace que el ADN
dafiado migre desde el nlcleo hacia el &nodo. Las células con dafio muestran un incremento en la
migraciéon de ADN desde el nucleo hacia el anodo que es observado en un microscopio de

fluorescencia posterior a una tinciéon con bromuro de etidio.

» Procedimiento:

La técnica se realizé acorde a Singh y cols. (1991). **°
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Preparacion de las microplacas: Una alicuota de 10 uL de sangre heparinizada se mezcl6 con
75 uL de agarosa de bajo punto de fusién (al 0.5 % en PBS libre de Ca**y Mg*?); 75 uL de esta
mezcla se colocaron en un portaobjetos esmerilado que contenia una capa de 120 uL de
agarosa regular (al 75 % en PBS libre de Ca* y Mg*®) solidificada previamente a 4 °C e
inmediatamente se cubrié con un cubreobjetos. Se dejé solidificar la preparacién a 4 °C y se
retird el cubreobjetos de cada microplaca. Posteriormente se adicionaron 75 uL de agarosa de

bajo punto de fusion y se dejé solidificar a 4 °C cubriendo nuevamente con un cubreobjetos.

Lisis: Al retirar nuevamente el cubreobjetos de cada microplaca, estas fueron sumergidas en
una solucion de lisis preparada al momento de usarse (1 % de laurilsarcosianato de sodio, 2.5
M NaCl, 10 mmol/L Na, EDTA, 10 mmol/L Tris-HCI pH 10, 1 % triton y 10 % DMSO), esta
solucion debia permanecer a 4 °C y las placas se colocaron en ella por lo menos 1 hora

protegidas de la luz, para evitar posterior dafio al ADN.

Desenrrollamiento y electroforesis: Después de la lisis las microplacas se colocaron en una
camara de electroforesis que contenia una solucion amortiguadora pH 13 (1 mmol/L Na,
EDTA, 300 mmol/L NaOH) permitiendo que se desenrollara el ADN dafiado por 20 minutos,
posteriormente se efectud la electroforesis por 20 minutos mas a 25 V y 300 mA. Se tuvo

cuidado de mantener las microplacas en la oscuridad en todo momento.

Neutralizacion y fijacion: Concluido el tiempo, las microplacas se lavaron en una solucion
amortiguadora de neutralizacion (0.4 mol/L Tris-HCI, pH 7.5) 3 veces por 5 minutos. Se eliminé

el exceso de neutralizador y las microplacas se sumergieron en metanol al 70% por 5 minutos.

Tincion y observacion al microscopio: Una vez desecadas, las microplacas se tifieron con 75
uL de bromuro de etidio (20 ug/mL) se cubrieron con un cubreobjetos y se observaron al
microscopio de fluorescencia con un filtro de excitaciéon de 515-560 nm utilizando el aumento
400 X. Finalmente, con un ocular graduado se determiné la migracion del ADN en um en 100
células por microplaca, para ello se consideré el largo total (largo de la cabeza del nucleo +

largo de la estela del cometa).

Como criterio de evaluacion, se dividié el dafio en 5 categorias dependiendo de la migracién de

ADN en la cola formada de acuerdo a los criterios de Anderson (1994) (figura VI11.3.1.):**
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Sin dafio: < 5 % de migracion.

Dafio leve: 5 — 20 % de migracién

Dafio moderado: 21 — 40 % de migracién
Dafio severo: 41 — 95 % de migracion
Dafio total: > 95 % de migracién

o}
0}
o
0}
o}

Sin dafio <5% Dafo leve 5-20% Dafio moderado 21-40%

LDaho total >95%

Figura VIII.3.1. Clasificacién de D. Anderson (1994), para el dafio al ADN

a través de la técnica de ensayo cometa. Tomado de Weidner (2004).

v' Se consideré que una célula tiene dafio cuando este es = 40 %, y cuando se presentan = 6

células con migracion mayor al 40 %.
VIII.3.3.3. Superoxido dismutasa (SOD)
» Principio del analisis:
En este método se emplea xantina y xantin oxidasa (XO) para formar radicales superoxido
(0,7, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (INT)

para formar un colorante de formazan rojo. Se mide la actividad de la enzima por el grado de

inhibicion de esta reaccion que se lee a 505 nm.
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> Procedimiento:

Se empleod el estuche comercial RANSOD superéxido dismutasa de Randox Laboratories, Ltd. En

esta prueba se emple6 una muestra de sangre heparinizada.

v' Lavado de eritrocitos: Se colocaron 500 uL de sangre total heparinizada en un tubo de reaccién
y se adicionaron 3 mL de NaCl al 0.9 %, posteriormente el tubo fue centrifugado a 3000 rpm

durante 10 minutos, se retiré el sobrenadante y se repitié el mismo procedimiento 2 veces mas.

v' Preparacion de la muestra: Se completd el paquete eritrocitario lavado con 2 mL de agua
destilada fria, se mezclé y dejo reposar durante 15 minutos a 4 °C. Del lisado de eritrocitos se
tomaron 100 uL y se diluyeron con 1.9 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 mmol/L

pH 7.0. Con la muestra asi diluida se prosigui6 a realizar el ensayo.

v/ Se prepar6 una curva estandar a partir de una solucién de xantina (0.05 mmol/L) e INT (0.025

mmol/L). pH 10.2, con amortiguador de fosfatos como sigue:

Volumen de solucién estandar Volumen de amortiguador

S6 Estandar sin diluir

S5 5 mL de S6 5mL
S4 5 mL de S5 5mL
S3 5mL de S4 5mL
S2 5 mL de S3 5 mL
S1 --- 5mL

v" Se colocé en otro tubo de reaccion cada una de las muestra y los estandares (S1 a S6) y se

prosiguio de la siguiente manera:

S1 S2 a S6 Muestra
diluida

S1 (muestra diluyente) 50 uL
S2 a S6 50 uL
Muestra diluida 50 uL
Sustrato mixto 1.7mL 1.7 mL 1.7 mL
(xantina 0.05 mmol/L, INT 0.025 mmol/L)
Mezclar bien
Xantina oxidasa (80 U/L) | 250uL | 250uL | 250uL
Mezclar y leer la absorbancia A; al cabo de 30 segundos y empezar a cronometrar el
tiempo simultdneamente. Leer la absorbancia A, al cabo de 3 minutos de comenzada la
reaccion. Las lecturas se realizan a 505 nm.
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v/ Calculos: El indice de la muestra diluyente (S1) es equivalente al indice de la reaccion sin
inhibir (100%).

Se obtuvo el promedio de la diferencia de absorbancias (AA):

_ A=A _Ap
3
Se obtuvo el porcentaje de inhibicidn de la reaccién de las muestras y los estandares:

100 - AA muestra/min X 100
AA S1/min

= % inhibicién

Se realiz6 una gréfica con los porcentajes de inhibicion de los puntos de la curva estandar vs.

el logaritmo (Log 10) de la concentracion del estandar en unidades SOD/mL. Se utilizo el

porcentaje de inhibicion de la muestra para obtener las unidades SOD de la curva estandar:
SOD (U/mL de sangre entera) = SOD (U/mL) de la curva X 100

Posteriormente se realiz6 la conversion de U/mL a U/g de Hb.

v' Se consideraron valores normales de SOD cuantos estos son > 1.20 U/g de Hb, y se

consideraron como valores alterados bajos cuando estos eran < 1.20 U/g de Hb.
VIII.3.3.4. Glutation peroxidasa (GPx).
» Principio del andlisis:

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacién del glutation (GSH) por el hidroperdxido
de cumeno. El glutatién oxidado (GSSG) en presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH es
inmediatamente convertido en su forma reducida con una oxidacion concomitante de NADPH en
NADP*. Se mide la disminucion de la absorbancia a 340 nm.

> Procedimiento:

Se empled el estuche comercial RANSEL glutation peroxidasa de Randox Laboratories, Ltd. En

esta prueba se empled una muestra de sangre heparinizada.

v" Preparacion de la muestra: Se colocaron 50 uL de sangre entera heparinizada en un tubo de

reaccion en el que se adicion6 1 mL de solucion de diluyente (reconstituido previamente con
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200 mL de agua bidestilada); se incubé durante 5 minutos y se afiadi6 1 mL de reactivo de

Drabkin a doble concentracion, se homogenizé y el analisis de las muestras se realizd en los

20 minutos posteriores a la adicion del reactivo de Drabkin.

v El procedimiento para el blanco y las muestras fue el siguiente:

Reactivo blanco

Muestra diluida

Agua destilada 20 uL
Muestra diluida 20 uL
Reactivo 1.0 mL 1.0 mL
(Glutation 4 mmol/L, GR = 0.5 U/L, NADPH 0.34 mmol/L)

Mezclar bien

Hidroperdxido de cumeno (0.18 mmol/L) | 40 uL | 40 uL

Mezclar y leer la absorbancia inicial de la muestra y del reactivo blanco al cabo de 1
minuto y empezar a cronometrar el tiempo simultdneamente. Leer nuevamente al cabo
de 1y 2 minutos de comenzada la reaccion. Las lecturas se realizan a 340 nm.

v' Calculos: Se obtuvo la diferencia de las absorciones del reactivo blanco y de las muestras. Se

restd el valor obtenido para el blanco del de la muestra (AA).
GPx (U/L de hemolisado) = 8412 X AA X 41

v' Posteriormente se realiz6 la conversién a U/g de HB. Se consideré como valores normales a

aquellos > 50.1 U/g de Hb y como valores alterados bajos a aquellos < 50.1 U/g de Hb.

VII1.3.3.5. Célculo de larazén SOD/GPx.

> Fundamento del calculo:

Las células necesitan mantener un adecuado balance entre la actividad de SOD y GPx ya

gue pequefas alteraciones en este balance pueden tener efectos dramaticos en la funcién celular.

Se ha considerado que el calculo de la razon SOD/GPx ofrece un mejor estimador del equilibrio

entre las dos enzimas antioxidantes que el valor de la actividad de cada una de ellas por separado.

» Caélculo:

v' Razo6n SOD/GPx = cociente entre los valores de la actividad enzimatica de SOD y GPx en UI/L.
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v' Se consideraron como valores normales a todos aquellos < 0.023, y se consideraron como
valores altos a aquellos = 0.023.

VIII.3.3.6. Capacidad antioxidante plasmatica total (AT).

» Principio del analisis:

El ABTS®

(metamioglobina) y H,O, para formar el radical cation ABTS®*. Este radical presenta una

(2,2"-azino-di-[3-etilbenzotiazolin  sulfonato]) se incuba con peroxidasa

coloracién verde azulada relativamente estable, que se mide a 600 nm. La presencia de
antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracion, siendo la supresion,
proporcional a la concentracion de antioxidantes.

> Procedimiento:

Se empled el estuche comercial ESTADO DE LOS ANTIOXIDANTES TOTALES de Randox
Laboratories, Ltd.

Para este procedimiento, el tubo de sangre heparinizada se centrifugé a 3000 rpm durante 5

minutos para obtener una alicuota de plasma.

v" El procedimiento para la muestra problema, el blanco y el estandar fue el siguiente:

Reactivo Estandar Muestra
blanco

Agua bidestilada 20 uL
Estandar 20 uL
Muestra 20 uL
Cromégeno
(Metamioglobina 6.1 umol/L, ABTS® 610 1.0 mL 1.0mL 1.0 mL
umol/L)
Mezclar bien y leer la absorbancia inicial A;
Afadir:
Sustrato (Peréxido de hidrégeno 250 umol/L) |  200uL | 200uL | 200 uL
Mezclar y empezar a cronometrar el tiempo simultdneamente. Leer la absorbancia A, al
cabo de 3 minutos de comenzada la reaccion. Las lecturas se realizan a 600 nm.
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v Calculos: Se obtuvo el AA de la muestra, el estandar y el blanco.
AA = A2 - Al

Se obtuvo el factor:

Factor = conc. del estandar

(AAbIanco - AA esténdar)
Antioxidantes totales (mmol/L) = Factor X (AApianco - AA muestra)

v' Se consideraron como valores normales a todos aquellos > 900 umol/L, y se consideraron

como valores bajos a aquellos < 900 umol/L.

VII1.3.3.7. Calculo de la capacidad antioxidante residual (GAP).

> Fundamento del calculo:

Los principales antioxidantes del plasma humano (por masa y actividad) son la albumina y
el acido urico, los cuales conforman mas de 50 % de la actividad antioxidante total de la mayoria
de las muestras. La actividad residual puede ser referida como “GAP antioxidante” vy refleja la
actividad combinada de los antioxidantes plasméticos diferentes de albumina y acido Urico, por
ejemplo: acido ascérbico, a-tocoferol, bilirrubina, transferrina, haptoglobulina, B-caroteno, y otras

sustancias.

» Calculo:

v' El GAP se calcul6 a partir de AT en umol/L, las concentraciones séricas de albimina y acido
arico en umol/L y los valores de la actividad antioxidante equivalente en Trolox (TEAC) para
albumina y &cido drico, con base en la siguiente formula:'**®
GAP antioxidante = AT — [(Albamina X TEAC) + (Acido trico X TEAC)]

El TEAC de albumina es 0.69 y el TEAC para el acido urico es 1.00.

v Se consideraron como valores normales a todos aquellos >190umol/L, y se consideraron como

valores bajos a aquellos <190umol/L.

53



VIII.3.3.8. 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG).

» Principio del analisis:

El aducto 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (8-OHdG) es producido durante la reparacién del
ADN y su medicién puede ser Gtil como marcador de dafio oxidativo. Este es un método de ELISA
competitivo en el que el anticuerpo monoclonal de 8-OHdG, la muestra y el estdndar son
adicionados a cada uno de los pozos de las microplacas las cuales estan previamente cubiertos de
8-OHdG. La 8-OHdG en la muestra y el estandar compiten con la 8-OHdG unida a la placa por los
sitios de unién al anticuerpo monoclonal de 8-OHdG. Los anticuerpos que se unen a la 8-OHdG de
la muestra y el estandar son eliminados y los que se unen a la 8-OHdG de la placa permanecen.
Posteriormente se adiciona un segundo anticuerpo marcado con enzima, se adiciona una solucion
cromogénica y se lee a 450 nm. El desarrollo de color es proporcional a la cantidad de anticuerpo

monoclonal unido a la 8-OHdG de la placa.

> Procedimiento:

Se empled un estuche comercial Bioxytech® 8-OHdG-EIA™ de OXIS Health Products, Inc. En esta

prueba se emple6 una muestra de orina tomada por la mafiana.

v" Preparacion de soluciones de trabajo: Se reconstituyé el anticuerpo primario (anticuerpo
monoclonal especifico para 8-OHdG) con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). El
anticuerpo secundario (Anticuerpo conjugado-HRP) se reconstituyé con PBS. El crombdgeno
(3,3",5,5 -tetrametilbencidina) se diluyé con 100 volumenes de amortiguador de dilucién
(Peréxido de hidrégeno/PBS-citrato). La solucibn amortiguadora de lavado se prepar6

diluyendo la solucién de PBS 1 a 5 con agua destilada, todos provistos por la casa comercial.

v' La primer columna de la microplaca se utiliz6 para preparar el blanco y la curva de calibracion:
en cada pozo se adicionaron 50uL de los estandares 1 a 6 de 8-OHdG (0.5, 2.0, 8.0, 20.0, 80.0

y 200 ng/mL, respectivamente).
v" En el resto de los pozos se colocé cada una de las muestras, posteriormente se adicionaron 50

uL del anticuerpo primario reconstituido y después de mezclar, la placa bien sellada se incubo
durante 1 hr a 37 °C.
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v' Se elimind el sobrenadante de cada placa por inversion y se lavé la placa tres veces: En cada
ocasion se adicion6 en cada pozo 250 uL de solucion amortiguadora de lavado, el exceso de

amortiguador se retird por inversion y se seco la placa sobre una toalla de papel.

v' En cada pozo de reaccion se adicionaron 100 uL del anticuerpo secundario reconstituido, y

posterior al mezclado se incubd la placa bien sellada a 37 °C por 1 hr.

v’ Se repitio el lavado de la placa como se describié anteriormente y posteriormente se
adicionaron 100 uL del cromo6geno diluido. Después de mezclar perfectamente, la placa se

incubd a temperatura ambiente en la oscuridad por 15 minutos.

v Se adicionaron 100 uL de la solucién “stop” (Acido fosférico 1 mol/L), se mezcld y después de

incubar durante tres minutos se prosigui6 a leer la absorbancia a 450 nm.

v La curva de calibracion se realiza graficando la absorbancia vs. el logaritmo de la
concentracion. El analisis se realiza con una funcion logistica de 4 pardmetros. Los resultados
se expresaron en ng/mg de creatinina. Para la determinacion de creatinina en orina se siguio el
procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche Creatinina CR510 de

Randox Laboratories, Ltd.

v' Se consideraron como valores normales a aquellos > 0.496 ng/mg de creatinina y se

consideraron como valores bajos a aquellos < 0.496 ng/mg de creatinina.

VIII.3.4. Medidas antropométricas y cuestionario de factores pro-oxidantes

» Se obtuvieron las medidas antropométricas de cada participante en el estudio siguiendo un

procedimiento estandarizado:

v' Peso: Cada individuo se pes6 en una bascula calibrada marca Torino con la menor cantidad de

ropa posible o con una bata clinica. El peso fue registrado en kilogramos.

v Estatura: Se coloc6 a cada individuo con los talones juntos, los gliteos, hombros y cabeza en
contacto con el estadiometro, los ojos mirando al frente y el plano de Frankfurt paralelo al

suelo. La talla se registré en metros.
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v indice de masa corporal (IMC): Se obtuvo a través del cociente del peso y la estatura al
cuadrado. Se expres6 en Kg/m?. Como criterio para sobrepeso se consider6 un IMC > 27

Kg/m?2.12°

v" Presion arterial: Se tom6 siguiendo el método establecido en el apéndice B de la NOM-030-
SSA2-1999 para la prevencion, tratamiento y control de la hipertension arterial. Se determino
en el paciente sentado con un buen soporte en la espalda, con el brazo descubierto y
flexionado a la altura del corazén. Se utilizé un esfingomandmetro mercurial, el observador se
situ6 de manera que podia ver el menisco de la columna de mercurio. Se coloco el brazalete
situando el mango sobre la arteria humoral, se infla el mango hasta que el pulso desaparece a
fin de determinar por palpacién la tensién arterial sistolica (TAS), se desinfla el mango y se
coloca la capsula del estetoscopio sobre la arteria humoral, se infla rapidamente el mango 30 6
40 mm de Hg por arriba del nivel paliatorio de la presion sistélica, se desinfla a una velocidad
de 2mm de Hg/seg. La aparicion del primer ruido de Korotkoff marca el nivel de la TAS y el

quinto la tensién arterial diastélica (TAD).**

» A cada participante del estudio se aplicdé un cuestionario de factores de riesgo pro-oxidantes

por personal capacitado (anexo XIV. 2).

VIII.4. Disefio estadistico

Para el andlisis de los datos se empled el paquete estadistico SPSS version 10.0. Se utilizaron
como medidas descriptivas el promedio y el error estandar (EE) para las variables cuantitativas y

frecuencias relativas para las variables cualitativas.

Se empled el analisis de varianza (ANDEVA) con un nivel de confianza del 95 % para la
comparacion entre grupos y prueba de Tukey como Post Hoc. Adicionalmente se empled la prueba

t de Student para la comparacién entre sexos.
Se realizé un analisis de regresioén lineal multiple para determinar la asociacién entre la edad y el
dafio oxidativo, la capacidad de reparacion al ADN, los lipoperéxidos plasmaticos y la eficiencia del

sistema antioxidante.

Se consider¢ significancia estadistica cuando p< 0.05.
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IX. RESULTADQOS

IX. 1. Parametros bioquimicos, hematol6gicos y antropométricos

En el cuadro IX.1 se muestran las caracteristicas antropométricas y las cifras de tension
arterial por grupo de edad y sexo, las cuales se encuentran dentro de pardmetros normales. De
igual manera, los datos de los parametros bioquimicos y hematolégicos también se encuentran

dentro de los puntos de corte de referencia (cuadros IX. 2y 3).

IX. 2. Lipoperoxidacion plasméatica y marcadores de dafio al ADN por edad y sexo

Las concentraciones plasméaticas LPO no mostraron cambios sistematicos significativos al

comparar los grupos por edad y sexo (cuadro 1X.4).

Con respecto a la migracién del ADN, se observé que las mujeres de 25 a 44 afios
muestran un valor promedio de migracién significativamente mayor que las mujeres de 65 afios y
mas (p < 0.05) (cuadro 1X.4), en contraste con los grupos de hombres en los que no se observé un

cambio sistematico significativo en el promedio de migracién conforme se incrementa la edad.

Con respecto al sexo, no se encontraron diferencias significativas en el promedio de

migracion de ADN entre individuos del mismo grupo de edad.

Por otro lado, en el analisis de regresion lineal multiple en la poblacion general entre la
edad y el promedio de la migracién de ADN, no se encontré una asociacion estadisticamente

significativa (cuadro IX.5).

En el andlisis estratificado por grupo de edad y sexo, no se observo correlacion significativa
entre las variables edad y promedio de migracion en los grupos de mujeres y de hombres de 25 a
44 afos (cuadros IX.6 y 7). En el grupo de hombres de 45 a 64 afios se muestra una correlacion
negativa entre la edad y el promedio de migracion (r = -0.4, p < 0.05), la cual no se observa en el
grupo de mujeres del mismo grupo de edad (cuadros 1X.8 y 9). Por otro lado, no se observo
correlacion significativa entre la edad y el promedio de migracion de ADN en los grupos de

hombres y mujeres de 65 afios en adelante (cuadros 1X.10. y 11).
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En relacién al nimero de células sin dafio al ADN, se observé que el grupo de mujeres de
25 a 44 afios mostré un porcentaje promedio de células sin dafio significativamente menor que el
grupo de mujeres de 65 afios y mas (p < 0.05). En los varones no se observo un patron de cambio

significativo en el porcentaje de células sin dafio al ADN conforme aumenta la edad (cuadro 1X.4).

Con respecto al sexo (figura 1X.1), se encontré que el grupo de hombres de 45 a 64 afios
presenta un porcentaje promedio de células sin dafio al ADN significativamente menor que el

grupo de mujeres de la misma edad (p < 0.05).

En la poblacién general (cuadro 1X.5) se observd una asociacidén positiva significativa entre

el porcentaje de células sin dafio al ADN y la edad (r = 0.22, p < 0.05).

Una vez estratificada la poblacién por grupo de edad y sexo, en el grupo de mujeres de 45
a 64 afos (cuadro IX.8.), se observo una correlacién positiva entre la edad y el porcentaje de
células sin dafio (r = 0.47, p < 0.05), en contraste en el grupo de hombres de la misma edad, no se

observo correlacion significativa entre estas dos variables (cuadro 1X.9).

De acuerdo a la clasificacion de Anderson et al. (1997), las células con dafio al ADN se
dividieron en categorias como leve, moderado, severo, total y nubes tal como se describio en el
apartado de material y métodos. Al realizar el andlisis de varianza, no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje promedio de estas células ni por grupo de edad ni por sexo (figura
1X.2).

Por otro lado, la capacidad de reparacion expresada como concentracion urinaria de 8-

OHdG permanecio sin cambios significativos al comparar los grupos por edad y sexo (cuadro 1X.4).

IX. 3. Marcadores biolégicos de la actividad del sistema antioxidante

La actividad eritrocitaria de SOD no mostro diferencias significativas al comparar los valores

promedio por grupos de edad (cuadro 1X.12).
Al comparar las diferencias por sexo entre los grupos de la misma edad (figura 1X.3), se

encontré que las mujeres de 25 a 44 afios presentan una actividad eritrocitaria de SOD

significativamente mas alta que los hombres del mismo grupo de edad (p <0.0001). De igual
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manera, la actividad de este parametro fue significativamente mayor en mujeres de 45 a 64 afios

que en hombres del mismo grupo de edad (p < 0.01).

Con el andlisis de correlacién se observé en el grupo de mujeres de 45 a 64 afios una
asociacion negativa significativa entre la edad y la actividad de SOD (r = -0.38, p < 0.05) (cuadro
IX.8.). Este tipo de asociacién no se encontro en el grupo de hombres de la misma edad (cuadro
IX. 9)

De acuerdo al andlisis de varianza (cuadro 1X.12), la actividad eritrocitaria de GPx no
mostré diferencias significativas con respecto a la edad. No obstante al comparar por sexo entre
individuos de la misma edad se encontré que las mujeres de 65 afios y mas muestran una
actividad de GPx en eritrocitos significativamente mayor que los hombres de la misma edad (p <
0.05) (figura IX.4).

Al estratificar por grupo de edad y sexo, en el andlisis de correlaciéon se encontré una
asociacion positiva entre la actividad de GPx y la edad en el grupo de mujeres de 25 a 44 afos, (r
= 0.46, p < 0.05) a diferencia del grupo de hombres de la misma edad en el que no se observo

este tipo de correlacion (cuadros IX.6 'y 7).

Por otro lado, en el grupo de mujeres de 45 a 64 afios, se observo una correlacion negativa
entre la edad y la actividad de GPx (r = -0.43, p < 0.05), en contraste con el grupo de hombres de
la misma edad en el que no se observa correlacidn significativa entre estas dos variables (cuadros
IX.8y9).

La razén SOD/GPx no mostré diferencias estadisticamente significativas al comparar los

grupos de edad del mismo sexo (cuadro 1X.12).
Se encontré una asociacion negativa entre la razén SOD/GPx y la edad en el grupo de
mujeres de 25 a 44 afos (r = -0.43, p< 0.05) de acuerdo al analisis de correlacién por grupo de

edad y sexo (cuadro 1X.6).

Haciendo referencia a la AT no se observaron cambios sistematicos significativos conforme

aumenta la edad ni con respecto al sexo (cuadro 1X.12).
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En el analisis estratificado de regresion lineal multiple por grupo de edad y sexo, se
encontré que las mujeres de 25 a 44 afios muestran una correlacién positiva entre la edad y la AT
(r = 0.61, p < 0.01) (cuadro IX.6), en contraste, con el grupo de hombres de la misma edad en el

gue no se encontro asociacion significativa (cuadro 1X.7).

En el grupo de mujeres de 65 afios y mas se observo una asociacion negativa entre la edad
y la AT (r =-0.88, p < 0.05), a diferencia del grupo de hombres de la misma edad en el que no se

observé entre estas dos variables asociacion significativa (cuadros 1X.10 y 11).

Por otro lado, GAP no mostré cambios sistematicos significativos con respecto a la edad y

al sexo (cuadro 1X.12).

En el analisis de regresién lineal multiple estratificado de acuerdo a la edad y al sexo, se
encontré que entre GAP y la edad hay una asociacién positiva (r = 0.57, p < 0.01) en el grupo de
mujeres de 25 a 44 afios (cuadro 1X.6), en contraste con el grupo de hombres de la misma edad en

el que no se observo esta asociacion (cuadro 1X.7).

Por otra parte, en el grupo de mujeres de 45 a 64 afios se observo una correlacién negativa
entre la edad y GAP (r = -0.46, p <.05), no asi en el grupo de hombres (cuadros IX.8 y 9). De igual
manera, en el grupo de mujeres de 65 afios y mas se encontré una asociacion negativa entre la
edad y GAP (r =-0.81, p < 0.05), la cual no se observo en el grupo de hombres de la misma edad
(cuadros 1X.10y 11).

IX.4. Sistema antioxidante, dafio oxidativo y la capacidad de reparacion

Al realizar el analisis de regresion lineal multiple en la poblacion general encontramos que
la concentracion de lipoperdxidos plasméaticos muestra una asociacién negativa con la actividad
eritrocitaria de SOD (r = -0.16, p < 0.05) y una asociacion positiva con GAP (r = 0.30, p = 0.001).

El promedio de migracion de ADN, el porcentaje promedio de células sin dafio al ADN y la

concentracién urinaria de 8-OHdG no muestran asociacion significativa con ninguno de los

marcadores de la eficiencia del sistema antioxidante en la poblacién general (cuadro IX.5)
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En el analisis estratificado por grupo de edad y sexo, se encontrd en el grupo de mujeres
de 25 a 44 afios una asociacion positiva entre la concentracion de LPO con AT (r = 0.51, p =
0.001) y GAP (r=0.64, p = 0.002) como se observa en el cuadro IX.6.

De forma semejante, en el grupo de mujeres de 25 a 44 afios se encontré asociacion
significativa entre el nimero de células sin dafio al ADN con la actividad de SOD en eritrocitos (r =
0.37, p<0.05) y GAP (r =-0.39, p < 0.05) como se observa en el cuadro IX.6.

En contraste en el grupo de hombres de la misma edad no existe asociacion significativa
entre la LPO, el dafio oxidativo al ADN o la concentracion de 8-OHdG y los componentes del

sistema antioxidante determinados en este estudio (cuadro IX.7).

Por otro lado, en el grupo de mujeres de 45 a 64 afios existe una asociacién positiva
significativa entre el promedio de migracion de ADN y GAP (r = 0.43, p < 0.05) (cuadro IX.8).
También se observé que el numero de células sin dafio presenta asociacién negativa significativa

con la actividad de GPx y GAP (r =-0.54 y r = -0.50, respectivamente, p < 0.01,).

En contraste, los hombres de 45 a 64 afios muestran una asociacion negativa
estadisticamente significativa entre el promedio de migracion de ADN vy la actividad de SOD (r = -
0.47, p < 0.05) y una asociacién positiva entre la concentracion de 8-OHdG en orina y la actividad
de SOD (r = 0.41, p < 0.05) (cuadro 1X.9).

En el grupo de hombres de 65 afios y mas (cuadro IX.11.) se encontré que la migracién de
ADN esta relacionada con un incremento en AT (r = 0.98, p < 0.0001) y GAP (r = 0.81, p < 0.05).
También se encontré que el nimero de células sin dafio al ADN muestra una correlacion negativa
significativa con la razon SOD/GPx(r = -0.84, p < 0.05), AT (r = -0.89, p <0.05) y GAP (r =-0.92, p
< 0.05).
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Cuadro IX.1. Descripcion de la poblacion de estudio, medidas antropométricas y presion arterial

PARAMETRO 25-44 afos 45-64 afios > 65 afos
No de individuos 73 (45%) 68 (42%) 21 (13%)
Mujeres 35 (48%) 41 (60%) 13 (62%)
Hombres 39 (52%) 26 (40%) 8 (38%)
Edad (afos) 33+5 55+6 74+6
IMC (Kg/m?)
Mujeres 25.3+04 27.2+0.7 29.3+1.2
Hombres 259+0.9 26.7+£0.7 27.1+£0.2
ICC
Mujeres 0.82 +0.01 0.84 +0.01 0.89+0.02
Hombres 0.89+0.01 0.91+0.01 1.01 £0.02
TAS (mm de Hg)
Mujeres 110+ 2 113+2 133+3
Hombres 114+ 1 116+ 3 127+ 4
TAD (mm de HQ)
Mujeres 71+1 75+1 78+2
Hombres 75+1 7512 78+3

Los datos presentados son promedios + EE.

IMC = indice de masa corporal; ICC = indice cintura cadera; TAS = tension arterial sistélica; TAD =

tension arterial diastélica.
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Cuadro IX.2. Pardmetros bioquimicos de la poblacion de estudio de acuerdo al grupo de edad

PARAMETRO 25;142r ?.:IZ)IOS 45-nGil Zgos > g5:z=,12ﬁlos
Glucosa (mg/dL)

Mujeres 84+3 95+2 94 +£3

Hombres 86+ 2 86 +2 85+2
Urea (mg/dL)

Mujeres 36+1 38+1 37+1

Hombres 40+ 1 38+1 42 +1
Creatinina (mg/dL)

Mujeres 0.9 £0.03 0.9+0.02 0.9+0.03

Hombres 1.1+£0.03 1.1+0.06 1.1+0.10
Acido arico (mg/dL)

Mujeres 51+0.2 54+0.3 49+04

Hombres 59+£0.2 6.1+0.3 6.6+ 0.5
Colesterol (mg/dL)

Mujeres 177+ 4 207 7 196+ 11

Hombres 199+5 207+ 8 209+ 12
Triglicéridos (mg/dL)

Mujeres 129 +11 180 + 14 243 + 46

Hombres 145+ 11 192+ 19 156 £ 17
HDL (mg/dL)

Mujeres 58+ 2 57+2 54 +£3

Hombres 52+ 2 50+ 2 55+2
Albumina (g/dL)

Mujeres 48+0.1 47+0.1 43+0.1

Hombres 51+0.1 51+0.1 44+0.2

Los datos presentados son promedio + EE.
HDL = lipoproteinas de alta densidad



Cuadro IX.3. Pardmetros hematoldgicos de la poblacion de estudio por grupo de edad y sexo.

PARAMETRO 25-n4:r 3203 45;16;'r ggos > 25: azﬁlos
Hemoglobina (g/dL)
Mujeres 145+0.2 149+0.2 142+04
Hombres 16.3+0.2 16.1+0.1 16.0+ 04
Hematocrito (%)
Mujeres 43+1.0 46+1.0 44+1.0
Hombres 51+05 50+1.0 50+1.0
Eritrocitos (X10%/mm?)
Mujeres 5.01+0.1 5.22+0.1 490+0.2
Hombres 5.95+0.1 5.83+0.1 557+0.1
Leucocitos (cels/mm?®)
Mujeres 5431 + 207 5612 + 230 6123 + 367
Hombres 6629 £ 311 6454 + 379 6581 + 485

Los datos presentados son promedio + EE.
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Cuadro IX.4. Lipoperoxidos plasmaticos, dafio al ADN y capacidad de reparacion por grupo de

edad y sexo.
PARAMETRO 25-44 afnos 45-64 anos > 65 afos
n=73 n =68 n=21

LPO (umol/L)

Mujeres 0.255+0.01 0.280 + 0.01 0.330 + 0.03

Hombres 0.265 + 0.01 0.263 £ 0.01 0.297 £ 0.03
Migracién de ADN (um)

Mujeres 35.99 + 2.30° 3247 +1.74 23.94+1.40

Hombres 33.26 +1.52 32.64 +1.82 33.59+4.76
Células sin dafio (%)

Mujeres 75+4° 85+ 3 98+1

Hombres 73+3 75+ 4 78+1
8-OHdG (ng/mg creat)

Mujeres 0.393 £ 0.050 0.531+0.128 0.450 + 0.060

Hombres 0.464 + 0.086 0.422 +0.041 0.587 +0.274

Los datos presentados son promedio + EE. Andlisis de varianza (ANDEVA) entre grupos de edad y
prueba de Tukey como Post Hoc. Migraciéon de ADN: # Mujeres 25-44 vs. 2 65 afios, p< 0.05;
Células sin dafio: ® Mujeres 25-44 vs. = 65 afios, p< 0.05. Lipoperéxidos plasmaticos (LPO) y
concentracion urinaria de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) entre todos los grupos, p>0.05.
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Figura IX.1. Células sin dafio al ADN por sexo.
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Figura 1X.2. Células con dafio al ADN por grupo de edad y sexo de acuerdo a la clasificacién de
Anderson et al. (1997)
Prueba ANDEVA: ‘Mujeres 25-44 vs. = 65 afios, p< 0.05.
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Cuadro IX.5. Correlacion entre la edad y los marcadores biolégicos de EOX, en la poblacién en general

Edad LPO Migrac Céls 8-OHdG SOD GPX  SOD/GPX AT GAP
Valorder Edad 1.000 0.084 -0.138 0.220 0.130 -0.071 0.017 0.059 0.065 0.046
LPO 1.000 0.151 -0.270 -0.164 -0.168 -0.068 0.144 0.149 0.306
Migrac 1.000 -0.612 -0.013 -0.096 0.013 -0.090 0.069 0.075
Céls 1.000 0.098 0.098 -0.130 0.129 -0.056 -0.121
8-OHdG 1.000 0.096 -0.046 0.000 0.023 -0.062
SOD 1.000 0.121 0.106 -0.177 -0.050
GPX 1.000 -0.771 0.146 0.218
SOD/GPX 1.000 -0.099 -0.128
AT 1.000 0.700
GAP 1.000
Valorde p Edad 0.208 0.088 0.015 0.103 0.246 0.433 0.284 0.262 0.238
(unacola) LPO 0.070 0.004 0.055 0.050 0.254 0.079 0.072 0.001
Migrac <0.0001  0.448 0.176 0.451 0.191 0.250 0.233
Céls 0.169 0.169 0.103 0.104 0.292 0.119
8-OHdG 0.174 0.328 0.500 0.410 0.273
SOD 0.118 0.151 0.042 0.312
GPX <0.0001  0.077 0.016
SOD/GPX 0.168 0.105
AT <0.0001

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 0.340, R=0.116 y p = 0.268, n=97.

LPO = Lipoperéxidos plasméticos, Migrac = Migracion de ADN, Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracién urinaria de
8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD = actividad eritrocitaria de superdxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, SOD/GPx = razon SOD/GPX, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.
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Cuadro IX.6. Correlacion entre la edad y los marcadores bioldgicos de EOx, en mujeres de 25 a 44 afios

Edad LPO  Migrac  Céls 8-OHdG  SOD GPX SODIGPX AT GAP

Valorder Edad 1.000 0.187  0.231  -0.121  -0.256  0.024  0.463  -0.437 0611  0.577
LPO 1.000 0292  -0.341 0022 -0.150 0237  -0.207 0517  0.646

Migrac 1.000  -0.494 -0.190 -0.244  0.077 -0.177 0282  0.231

Céls 1.000 0358  0.379 -0232 0296 -0.301 -0.395

8-OHdG 1.000 0273  -0202 0311 -0.316 -0.264

SOD 1.000 0.048  0.173  -0.308  -0.285

GPX 1.000  -0.927  0.401  0.369
SOD/GPX 1.000  -0.419  -0.402

AT 1.000  0.832

GAP 1.000
Valor de p  Edad 0.202 0150 0.296  0.125 0458 0015  0.021  0.001  0.002
(unacola) LPO 0.094  0.060 0461 0252 0144 0178  0.007  0.001
Migrac 0010  0.199 0137 0.366 0215  0.102  0.150

Céls 0.051  0.041 0150 0091  0.087  0.035

8-OHdG 0.109  0.183  0.079 0076  0.117

SOD 0416  0.220  0.082  0.099

GPX <0.0001 0.032  0.045
SOD/GPX 0.026  0.032

AT <0.0001

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 0.760, R* = 0.577 y p = 0.165, n=22.
LPO = Lipoperéxidos plasméticos, Migrac = Migracion de ADN, Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracién urinaria de
actividad eritrocitaria de superdxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, SOD/GPx = razon SOD/GPX, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.

8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD
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Cuadro IX.7. Correlacion entre la edad y los marcadores biologicos de EOx, en hombres de 25 a 44 afios

Edad LPO Migrac Céls 8-OHdG SOD GPX  SOD/GPX AT GAP
Valorder Edad 1.000 -0.044 -0.109 0.028 0.159 0.133 0.115 -0.103 -0.191 -0.037
LPO 1.000 0.355 -0.547 -0.377 -0.297 -0.191 0.085 0.064 0.110
Migrac 1.000 -0.507 -0.143 -0.111 -0.082 -0.046 -0.139 -0.183
Céls 1.000 0.030 0.012 -0.157 0.127 0.187 0.166
8-OHdG 1.000 -0.092 -0.041 -0.108 -0.112 -0.232
SOD 1.000 0.134 0.299 -0.348 -0.279
GPX 1.000 -0.836 0.338 0.402
SOD/GPX 1.000 -0.330 -0.380
AT 1.000 0.904
GAP 1.000
Valorde p Edad 0.418 0.302 0.447 0.223 0.262 0.292 0.313 0.180 0.430
(unacola) LPO 0.041 0.002 0.032 0.074 0.180 0.342 0.381 0.300
Migrac 0.005 0.247 0.298 0.348 0.414 0.060 0.191
Céls 0.444 0.477 0.227 0.273 0.185 0.214
8-OHdG 0.331 0.423 0.304 0.298 0.132
SOD 0.262 0.073 0.044 0.088
GPX <0.0001  0.049 0.023
SOD/GPX 0.054 0.031
AT <0.0001

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 0.540, R* = 0.292 y p = 0.710, n=25.

LPO = Lipoperéxidos plasméticos, Migrac = Migracion de ADN, Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracién urinaria de
8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD = actividad eritrocitaria de superdxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, SOD/GPx = razon SOD/GPX, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.
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Cuadro IX.8. Correlacion entre la edad y los marcadores bioldgicos de EOx, en mujeres de 45 a 64 afios

Edad LPO Migrac Céls 8-OHdG SOD GPX  SOD/GPX AT GAP

Valorder Edad 1.000 -0.125 -0.312 0.478 0.270 -0.385 -0.429 0.198 -0.152 -0.460
LPO 1.000 0.223 -0.372 -0.128 -0.081 0.077 -0.125 -0.244 0.229

Migrac 1.000 -0.632 0.079 0.005 0.170 -0.057 0.304 0.432

Céls 1.000 -0.121 -0.260 -0.546 0.346 -0.200 -0.508

8-OHdG 1.000 0.079 -0.206 0.210 0.179 0.022

SOD 1.000 -0.044 0.400 0.224 0.050

GPX 1.000 -0.894 0.076 0.376
SOD/GPX 1.000 -0.013 -0.362

AT 1.000 0.466

GAP 1.000

Valorde p Edad 0.295 0.084 0.014 0.118 0.042 0.026 0.195 0.255 0.018
(unacola) LPO 0.166 0.049 0.289 0.363 0.370 0.295 0.143 0.159
Migrac 0.001 0.367 0.491 0.231 0.403 0.090 0.025

Céls 0.300 0.127 0.005 0.063 0.193 0.009

8-OHdG 0.368 0.185 0.180 0.218 0.463

SOD 0.424 0.036 0.164 0.415

GPX <0.0001 0.372 0.046
SOD/GPX 0.477 0.053

AT 0.017

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 0.745, R* = 0.555 y p = 0.252, n=21.

LPO = Lipoperéxidos plasméticos, Migrac = Migracion de ADN, Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracién urinaria de
8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD = actividad eritrocitaria de superdxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, SOD/GPx = razon SOD/GPX, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.
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Cuadro IX.9. Correlacion entre la edad y los marcadores biologicos de EOx, en hombres de 45 a 64 afios

Edad LPO Migrac Céls 8-OHdG SOD GPX  SOD/GPX AT GAP

Valorder Edad 1.000 -0.329 -0.400 0.378 -0.144 -0.128 -0.327 0.331 -0.022 0.105
LPO 1.000 0.193 -0.333 -0.109 -0.097 0.135 -0.280 -0.231 -0.133

Migrac 1.000 -0.545 0.266 -0.470 0.020 -0.170 0.054 -0.354

Céls 1.000 0.090 0.203 -0.182 0.094 0.208 0.266

8-OHdG 1.000 0.414 0.093 0.198 0.259 0.185

SOD 1.000 0.021 0.460 -0.094 0.222

GPX 1.000 -0.789 0.302 0.258
SOD/GPX 1.000 -0.260 -0.158

AT 1.000 0.400

GAP 1.000

Valorde p Edad 0.091 0.050 0.061 0.285 0.306 0.093 0.090 0.466 0.339
(unacola) LPO 0.221 0.088 0.334 0.351 0.296 0.130 0.178 0.299
Migrac 0.010 0.143 0.024 0.469 0.250 0.416 0.075

Céls 0.361 0.210 0.234 0.256 0.204 0.143

8-OHdG 0.044 0.357 0.215 0.150 0.231

SOD 0.467 0.027 0.356 0.188

GPX <0.0001 0.111 0.151
SOD/GPX 0.149 0.266

AT 0.050

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 0.838 R* = 0.703, p = 0.154, n=18

LPO = Lipoperéxidos plasméticos, Migrac = Migracion de ADN, Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracién urinaria de
8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD = actividad eritrocitaria de superdxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, SOD/GPx = razon SOD/GPX, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.
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Cuadro IX.10. Correlacion entre la edad y los marcadores bioldgicos de EOx, en mujeres de 65 afios y mas

Edad LPO Migrac Céls 8-OHdG SOD GPX  SOD/GPX AT GAP
Valorder Edad 1.000 -0.587 0.641 ‘ -0.330 -0.200 0.287 -0.319 -0.888 -0.817
LPO 1.000 -0.425 ‘ -0.112 -0.242 -0.532 0.407 0.521 0.737
Migrac 1.000 ‘ -0.799 -0.690 -0.150 0.425 -0.730 -0.712
Céls 1.000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
8-OHdG 1.000 0.708 0.214 -0.557 0.598 0.469
SOD 1.000 0.795 -0.845 0.171 0.015
GPX 1.000 -0.847 -0.443 -0.574
SOD/GPX 1.000 0.243 0.305
AT 1.000 0.947
GAP 1.000
Valorde p Edad 0.149 0.122 <0.0001 0.294 0.373 0.320 0.300 0.022 0.046
(unacola) LPO 0.238 <0.0001  0.429 0.347 0.178 0.248 0.184 0.078
Migrac <0.0001  0.053 0.099 0.405 0.238 0.081 0.089
Céls <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
8-OHdG 0.090 0.365 0.165 0.143 0.213
SOD 0.054 0.036 0.392 0.490
GPX 0.035 0.227 0.156
SOD/GPX 0.347 0.309
AT 0.007

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 1.000, R* = 1.000 y p =, n=5.

* = Valor considerado como constante en el analisis de regresion. LPO = Lipoperéxidos plasmaticos, Migrac = Migracién de ADN,
Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracion urinaria de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD = actividad eritrocitaria de
superoxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation peroxidasa, SOD/GPx = razéon SOD/GPX, AT = capacidad
antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.



9/,

Cuadro IX.11. Correlacion entre la edad y los marcadores bioldgicos de EOx, en hombres de 65 afios y mas.

Edad LPO Migrac Céls 8-OHdG SOD GPX  SOD/GPX AT GAP

Valorder Edad 1.000 0.588 0.638 -0.520 -0.119 -0.297 -0.236 0.266 0.525 0.518
LPO 1.000 0.439 -0.547 -0.456 0.126 0.032 0.190 0.345 0.359

Migrac 1.000 -0.922 -0.036 -0.258 -0.558 0.704 0.985 0.814

Céls 1.000 0.355 0.157 0.635 -0.847 -0.891 -0.928

8-OHdG 1.000 -0.503 0.025 -0.294 0.016 -0.443

SOD 1.000 0.726 -0.442 -0.179 -0.274

GPX 1.000 -0.924 -0.505 -0.788
SOD/GPX 1.000 0.665 0.932

AT 1.000 0.761

GAP 1.000

Valorde p Edad 0.110 0.087 0.145 0.411 0.284 0.326 0.305 0.142 0.146
(unacola) LPO 0.192 0.130 0.182 0.406 0.476 0.359 0.251 0.242
Migrac 0.004 0.473 0.311 0.125 0.059 <0.0001 0.024

Céls 0.245 0.383 0.088 0.017 0.009 0.004

8-OHdG 0.155 0.481 0.286 0.488 0.190

SOD 0.051 0.190 0.367 0.300

GPX 0.004 0.153 0.031
SOD/GPX 0.075 0.003

AT 0.039

Anélisis de regresion lineal multiple, 95% de confianza. R = 1.000, R* = 1.000 y p =, n=6.

LPO = Lipoperéxidos plasméticos, Migrac = Migracion de ADN, Céls = Células sin dafio al ADN, 8-OHdG = Concentracién urinaria de
8-hidroxi-2-desoxiguanosina, SOD = actividad eritrocitaria de superdxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, SOD/GPx = razon SOD/GPX, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.



Cuadro IX.12. Marcadores de la actividad del sistema antioxidante por grupo de edad y sexo

PARAMETRO 25-44 anos 45-64 anos > 65 afos
n=73 n =68 n=21

SOD (U/g de Hb)

Mujeres 1.22 +£0.02 1.16 £ 0.02 1.20+0.04

Hombres 1.09+0.01 1.08 £ 0.02 1.11 £0.02
GPx (U/g de Hb)

Mujeres 60.33 +2.83 68.08 + 3.30 71.81 £9.23

Hombres 57.77 £ 3.67 65.73+5.13 50.45 +£9.42
Razon SOD/GPx

Mujeres 0.022 £ 0.001 0.020 £ 0.002 0.024 + 0.006

Hombres 0.023 £0.002 0.019 £ 0.001 0.025 £ 0.002
AT (umol/L)

Mujeres 945 + 55 1032 £ 45 1083+ 70

Hombres 1165+ 48 1051 + 46 1099 + 68
GAP (umol/L)

Mujeres 239+ 43 321 + 39 342 + 61

Hombres 339+42 228 + 32 244 + 44

Los datos presentados son promedio + EE. Analisis de varianza (ANDEVA) entre grupos de edad y
prueba de Tukey como Post Hoc, p>0.05 entre grupos de edad en todos los parametros.

SOD = actividad eritrocitaria de superédxido dismutasa, GPX = actividad eritrocitaria de glutation
peroxidasa, AT = capacidad antioxidante plasmatica total y GAP = capacidad antioxidante residual.

77



X. DISCUSION DE RESULTADOS

El progresivo aumento de la esperanza de vida ha llevado al constante crecimiento de la
poblacion de ancianos. Sin embargo, la variabilidad biologica, el gran numero de factores
genéticos y ambientales que lo determinan, hacen que el envejecimiento sea un proceso dificil de

comprender.*

En la actualidad uno de los principales objetivos de la Gerontologia es que un mayor
namero de individuos gocen un envejecimiento exitoso libre de enfermedades crénico-
degenerativas incapacitantes; para ello, es de gran importancia determinar que factores
moleculares y ambientales son los que contribuyen especialmente en el proceso de envejecimiento
que cursa sin fragilidad, con la finalidad de proponer medidas preventivas o terapéuticas que
impacten positivamente en el estado de salud de los ancianos y evitar en gran medida el
envejecimiento asociado a una o varias enfermedades cronico degenerativas que en Ultima
instancia, aumentan la dependencia funcional de los individuos y degradan su calidad de vida y la

de su familia. ***

Al respecto, la exposiciéon de los organismos al EOx es una consecuencia inevitable de su
gran capacidad para producir energia a partir de la actividad respiratoria, sin embargo, en el
intento de establecer el efecto del envejecimiento sobre el desarrollo de EOx se han generado

propuestas controversiales.

Parte de esta controversia se debe principalmente a la elevada reactividad e inestabilidad
de las EROs que ha provocado que su medicion en sistemas biolégicos se realice a través de una
gran diversidad de métodos indirectos que cuantifican los subproductos derivados de su
interaccion con biomoléculas organicas, haciendo que los resultados entre los estudios no sean

comparables y limitando su aplicacién al &mbito clinico humano.**?

En este sentido, por un lado se ha propuesto que el EOx se incrementa durante el
envejecimiento y se ha vinculado con la etiopatogenia de mas de 100 enfermedades crénicas de la
vejez, no obstante algunos autores cuestionan dicha propuesta, sefialando que el

envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo en el que no hay un incremento sustancial del
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EOx y por lo tanto, la presencia de enfermedades cronico degenerativas no es una condicion per

se del envejecimiento. %>

Debido a estas discrepancias, actualmente hay una creciente necesidad de evaluar
integralmente el EOx incluyendo la medicion de algunos productos del dafio oxidativo como la LPO
y el dafo oxidativo al ADN y algunos de los componentes enzimaticos y exdgenos que forman
parte del sistema de defensa antioxidante, con el fin de establecer el verdadero estado redox de

los sistemas biolégicos, incluido el ser humano.**

Se ha observado que el malondialdehido (MDA), es un buen marcador de Ila
lipoperoxidacion y que las concentraciones elevadas de este aldehido indican que el tejido en
estudio mantiene un persistente estado oxidativo. De igual manera, la determinacién de la
migraciéon de ADN detectada a través del ensayo cometa en linfocitos de sangre periférica es

ampliamente utilizado como marcador confiable de dafio oxidativo.

Por otro lado, la capacidad del sistema de defensa antioxidante est4 determinada por la
interaccion dindmica entre los componentes enziméticos como la SOD y GPx, y algunos
antioxidantes como las vitaminas A, E, C, beta-caroteno y moléculas biologicas de bajo peso
molecular como la bilirrubina, el acido arico, la albumina, los estrégenos, entre otras, que pueden

ser cuantificadas individualmente o como la actividad total del sistema antioxidante.

Algunos autores han observado que el proceso de envejecimiento cursa con un incremento
significativo en el dafio oxidativo expresado como un incremento en la LPO o en el dafio al
ADN,3990 133136 14 gpstante, en este estudio no se encontraron diferencias significativas en el
promedio de la concentracibn de LPO durante el proceso de envejecimiento, resultado que
concuerda con Hazane et al. (2006)°” quienes al evaluar el EOx no encontraron diferencias
significativas en el valor promedio de TBARS en fibroblastos de individuos de 2 a 88 afios, lo cual
sugiere que el envejecimiento per se no causa estrés oxidativo. Al respecto, Mendoza-Nufiez et al.
(2007)'* sefialan que el incremento de los radicales libres y el dafio que estos pueden provocar
durante el envejecimiento estan vinculados a factores pro-oxidantes relacionados con el estilo de

vida y el ambiente y no al envejecimiento per se.

En el mismo sentido, Medina-Navarro et al. (1997)**" encontraron niveles de TBARS

elevados en sujetos con una residencia muy corta en la ciudad de México (entre 1y 8 dias), no
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obstante, al realizar la misma medicion 16 semanas después, encontraron que los valores habian
disminuido. Los individuos que habitan en la ciudad de México estan expuestos al ozono,
monoxido de carbono, 6xidos de nitrogeno y otros hidrocarburos que se aglomeran debido a que la
ciudad esta rodeada de montafias cercanas que forman valles cerrados donde el movimiento de

aire es restringido.*®’

La exposicion gradual pero constante ante los contaminantes ambientales genera un
incremento en la formacién de RL y en respuesta, la actividad de las enzimas SOD, GPx y otras
moléculas no enziméticas aumenta como parte de un proceso de adaptacion por parte del sistema
antioxidante y de reparacién, que ocurre como consecuencia pasiva de la sensibilizacién al

ambiente 37141

De hecho, el incremento de LPO durante el envejecimiento se ha asociado a nivel
molecular con aumento en el niumero de instauraciones de los acidos grasos que forman parte de
las membranas celulares como consecuencia de estimulos externos tales como estrés térmico o
radiacion UV, y a nivel organico con enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus tipo 1 y 2,
hipertensién arterial e incluso desérdenes neurodegenerativos como Parkinson y Alzheimer, que

pueden aumentar la probabilidad para cursar envejecimiento con fragilidad.?3% 142143

Por otro lado, en este estudio se ha observado que en el caso de los hombres, el dafio al
ADN no se modifica considerablemente entre grupos de edad, no obstante las mujeres = 65 afios
muestran un promedio de migracidon menor y un mayor porcentaje de células sin dafio en
comparacion con las mujeres de 25-44 afios (p<0.05), sugiriendo que el envejecimiento per se no
estd acompafiado de mayor dafio oxidativo al ADN, esto concuerda con lo encontrado por Hazane
et al. (2006)°" quienes observaron que el dafio basal en el ADN no se incrementa por el proceso
de envejecimiento per se y que la susceptibilidad de los linfocitos ante el dafio oxidativo no se

incrementa como lo han sugerido otros autores,**

sino que incluso paraddjicamente puede
disminuir como lo sugiere el andlisis de regresion realizado en la poblacién general en el que se

observé que el nimero de células sin dafio aumenta acorde se incrementa la edad.

Probablemente, en los individuos que participaron en este estudio, el envejecimiento esta
acompafiado por cambios graduales en la estructura y funciéon de un gran nimero de sistemas de
defensa y reparacion que permiten mantener la estabilidad gendmica e incrementan la resistencia

ante el EOx, como lo han sugerido King et al. (1997)* quienes observaron que el dafio oxidativo al
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ADN en linfocitos de sujetos mayores de 75 afios es similar al que presentan los sujetos de 35-39
afios, sugiriendo que en estos individuos se presenta un proceso adaptativo similar al observado
en centenarios sanos vinculado al mecanismo de hérmesis, que explicaria el proceso del

envejecimiento exitoso.

Por otro lado, se ha propuesto que bajo condiciones fisioldgicas, la actividad de las enzimas
que participan en la reparacion de lesiones oxidativas en individuos jovenes y ancianos, es
suficiente para contrarrestar el dafio producido por las EROs y so6lo cuando los mecanismos
antioxidantes y de reparacién son insuficientes o ineficientes, se altera la homeostasis del
organismo y se puede establecer el EOx que contribuye a la declinacion funcional de érganos y
tejidos relacionada con la edad y con el desarrollo de las enfermedades crénicas que se presentan

en individuos que cursan con fragilidad durante el envejecimiento. %

Al respecto, se ha demostrado que la determinacion de 8-OHdG en orina es un buen
marcador de la capacidad de reparacion de esta lesion en el ADN por parte de las nucleasas.” Se
ha observado que la concentracibn de este metabolito en tejidos aumenta durante el
envejecimiento y que su excrecion urinaria disminuye debido a que también la accion de las
nucleasas disminuye y se ha sefialado que esto contribuye a la acumulacién de mutaciones en el

ADN que favorecen al desarrollo de enfermedades crénicas como el cancer.”

Los resultados encontrados en este estudio muestran que la concentracién de 8-OHdG en
orina no se modifica significativamente con la edad, indicando que la capacidad de reparacion del
ADN en ancianos no presenta cambios relativos al envejecimiento y es congruente con lo

encontrado con el dafio al ADN, asi como se ha reportado en otros estudios. ' %414

En este sentido, algunos autores han observado que las células que son resistentes al EOx
tienen elevadas concentraciones de endonucleasa AP en su mitocondria a causa de la exposicién
gradual ante las EROs, lo que les permite mantener valores basales de dafio al ADN en la

mitocondria.*® Asimismo, en un estudio realizado por Al-Baker et al. (2005)*®

se observd que tanto
las células jovenes como las senescentes son capaces de reparar el dafio oxidativo después de
ser expuestas a diferentes dosis de radiacién UV. En este estudio se demostr6é que en las mismas
condiciones de cultivo las células senescentes son mas eficientes para reparar ciertos tipos de
lesiones apoyando la hipétesis de que el dafio oxidativo al ADN no se incrementa con el

envejecimiento per se.
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Por otro lado, el mantenimiento de la integridad del material genético y otras biomoléculas
no es exclusivo de los mecanismos de reparacion sino también de un sistema antioxidante
eficiente. La capacidad del sistema de defensa esta determinada por la interaccién dinamica entre

los componentes enzimaticos, vitaminas y otras moléculas bioldgicas de bajo peso molecular.®?

En algunos estudios se ha sugerido que la eficiencia del sistema antioxidante declina con la
edad a partir de los 45 afos, aunque se ha sefialado que el envejecimiento no esta asociado con

la declinacion global del sistema antioxidante.?***4147

En este estudio, no se observaron cambios significativos en la actividad de SOD, GPX,
razon SOD/GPx, AT y GAP conforme aumenta la edad. Los resultados concuerdan con lo
reportado por Habif et al. (2001)**® quienes observaron que no se presentan cambios significativos

en la actividad de GPX relativos al envejecimiento.

En el analisis estratificado por grupo de edad y sexo, no se observaron cambios
significativos en la actividad de los marcadores de la eficiencia del sistema antioxidante con
relacion a la edad en ninguno de los grupos de estudio de varones; no obstante en el grupo de
mujeres de 25 a 44 afios se encontrd6 que conforme aumenta la edad hay un incremento
significativo de la actividad de GPx, AT y GAP aunado a una disminucion de la raz6n SOD/GPx, lo
cual concuerda con otros estudios en los que se ha observado un incremento en la actividad de
GPx conforme aumenta la edad y la actividad de SOD disminuye o no sufre cambios

significativos.®**

Al respecto, se ha sefalado que la elevacion en la actividad de la GPx se presenta como
una adaptacion del organismo en respuesta ante un incremento en las EROs, principalmente H,0,,

94,149
B |

mejorando la eficiencia del sistema antioxidante para contribuir al envejecimiento exitoso, al

como fue observado en la poblacién de este estudio.

Por otro lado, se ha sefalado que la raz6n SOD/GPX es mejor indicador del balance entre
las enzimas antioxidantes que la evaluacion por separado de cada una de ellas. EI aumento en su
valor se ha vinculado con un desequilibrio oxidativo que puede potencialmente contribuir al
envejecimiento prematuro.’®® De acuerdo a los resultados, se encontrd que la razén SOD/GPX
disminuye conforme se incrementa la edad en el grupo de mujeres de 25 a 44 afios, lo que sugiere

que en esta etapa del ciclo vital no hay deficiencias en dichas enzimas antioxidantes.
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De acuerdo a los resultados de este estudio se encontré que en el grupo de mujeres de 25
a 44 afos se incrementa AT y GAP en relacion a la edad, datos que concuerda con Aejmelaeus et
al. (1997)' quienes asumen que el incremento en la capacidad antioxidante total se debe a la
participacién del acido arico y al 17-beta-estradiol que regula parcialmente la biosintesis de purinas

y el metabolismo del acido Urico.

También se subraya la importancia de todos los antioxidantes no identificados que son
diferentes al acido arico que pueden aportar alrededor del 40-45 % de la proteccion antioxidante
plasmética. Al respecto, en este estudio dichos antioxidantes se ven reflejados en el GAP
antioxidante, que se incrementa con la edad en este grupo de mujeres de 25 a 44 afios en

particular.

En contraste, en las mujeres de 45-64 afios se observa que conforme aumenta la edad hay
una disminucién de la actividad de SOD, GPx y GAP y en las mujeres de 65 afios y mas conforme
se incrementa la edad disminuyen AT y GAP. En este sentido, algunos investigadores han
sugerido que la actividad de GPx disminuye cuando el estado redox del sistema glutation
oxidado/glutation reducido (GSH/GSSG) se inclina hacia la oxidacion. El estado redox de este
sistema se mantiene constante en los individuos, sin embargo alrededor de la cuarta década de
vida, comienza a oxidarse rapidamente, no obstante se ha sefialado que esta oxidacion no es
debida per se al envejecimiento sino a otros factores de tipo genético, ambiental, nutricional, e

incluso patolégico, que necesitan ser evaluados individualmente. **’

Generalmente se ha asociado la disminucion en la actividad de SOD con un incremento en
la susceptibilidad al EOx debido a la inactivacion de la enzima por el exceso de su sustrato o la
glucosilacién de la misma,™* no obstante, se ha sugerido que la actividad de SOD puede estar
disminuida y aun asi la proteccién antioxidante se mantiene.?” En algunos experimentos se ha
encontrado que la inactivacion total de la SOD puede deteriorar la vida adulta, no obstante, se
necesita sélo una pequefia actividad de esta enzima para vivir en condiciones normales durante la
edad adulta, y adicionalmente, se ha sefialado que una actividad de SOD al 50% es suficiente para

resistir el EOx, al menos en D. melanogaster.**?

Asimismo, en centenarios se ha encontrado una correlacion negativa entre la edad y la

actividad de SOD sugiriendo que su sistema antioxidante esta mejor adaptado que en los

105

individuos que envejecen normalmente,™ por lo que no necesariamente la disminuciéon en la

actividad de SOD relacionada con la edad en este grupo de edad indica mayor EOx.

83



Por otro lado, en este estudio se ha observado una disminucién en AT y GAP. Al respecto,
se ha sefialado que ésta disminucion se debe a que la capacidad del organismo para absorber las
vitaminas antioxidantes se ve disminuida, no obstante en la poblacion de estudio se observa que

la disminucion de AT y GAP con respecto a la edad sélo se presenta en los grupos de mujeres a

partir de los 45 afios pero no en los grupos de hombres, sugiriendo que esta disminucion en la
eficiencia del sistema antioxidante puede deberse a la disminucién de los niveles de estrégenos a

causa de la menopausia y no a una deficiencia en la absorcion de vitaminas.**

Recientemente se ha descubierto que las células son capaces de regular y expresar el
grueso de sus fuentes de proteccion antioxidante en respuesta ante el estrés oxidativo como un

proceso adaptativo en el que un gran nimero de genes sufren modificaciones en su expresion.

Adicionalmente, se ha observado que la actividad y funciéon de diversos compuestos y
moléculas antioxidantes esta regulado por sus sustratos, que pueden directa o indirectamente
provocar la sobre expresion o por el contrario disminuir la expresion de ciertos genes. De hecho
también se ha mencionado que existen algunos genes relacionados con la actividad antioxidante
que pueden activarse muy temprano en el proceso de adaptacién o por el contrario en estadios
tardios de dicho proceso lo que puede limitar la resistencia ante el EOx.**®" En este sentido se ha

hecho énfasis en la diferencia de la eficiencia de la respuesta antioxidante con respecto al sexo.

En algunos estudios se han demostrado diferencias en el dafio oxidativo y la eficiencia del
sistema antioxidante con respecto al sexo, y que los niveles de LPO se encuentran
significativamente mas altos en hombres con respecto a las mujeres.****!*® No obstante en el
presente estudio no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de LPO entre
hombres y mujeres del mismo grupo de edad, lo que concuerda con lo reportado Ozbay et al.
(2002).**” Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas en el dafio oxidativo al ADN, ya
que las mujeres de 45 a 64 afilos mostraron un porcentaje de células sin dafio mayor que los

hombres del mismo grupo de edad.

Por otro lado, los resultados muestran diferencias significativas en la actividad de las

enzimas antioxidantes con respecto al sexo: La actividad de SOD es mayor en las mujeres de 25 a
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64 aflos en comparacion con los hombres de la misma edad, asi mismo, la actividad de GPx esta
significativamente incrementada en mujeres de 65 afios y mas en comparacion con los hombres
del mismo grupo de edad. Estos datos coinciden con lo reportado por otros autores, sugiriendo que

el sistema antioxidante enzimético es mas eficiente en las mujeres. ** %

Al respecto, se ha sefialado que los estrégenos participan en la proteccion contra el dafio
oxidativo provocado por las EROs en las mujeres, el mecanismo propuesto sugiere que la
respuesta antioxidante se inicia cuando el estradiol se une a su receptor celular, activando la via
de las MAP cinasas que a su vez activan el factor NF-kB que estimula la expresion de los genes
de SOD y GPX al unirse a los promotores de estas enzimas.'® También se ha observado que en
tejidos como cerebro, corazén y pulmén, las hembras de algunos modelos animales, expresan una
mayor actividad de sus enzimas antioxidantes en comparaciéon con los machos, lo que podria
explicar por qué en los humanos las mujeres son mas longevas, debido probablemente a una

mayor resistencia al EOx.'**

Algunos autores sugieren que en las mitocondrias de mujeres se produce sélo la mitad de
peroxido de hidrégeno que en las mitocondrias de los hombres y que esto obviamente debe
representar menos dafio oxidativo a macromoléculas, del mismo modo que han encontrado que en
los hombres la actividad de las enzimas antioxidantes se encuentra sensiblemente disminuida en
comparacion con las mujeres, por lo que sugieren que de acuerdo a estos hallazgos las mujeres
son biolégicamente mas jévenes que los hombres a la misma edad cronolégica y pueden estar

mejor adaptadas y por lo tanto ser mas resistentes al estrés oxidativo.'*®

Por otra parte, los resultados muestran que en la poblacibn general conforme se
incrementan los LPO hay una disminucién de la actividad eritrocitaria de SOD y un incremento en
GAP. Asimismo, en los grupos de mujeres de 25 a 44 y de 45 a 64 afios se encontré que los LPO
se asocian positivamente con AT y GAP; estos hallazgos son congruentes con lo reportado por

90,111

otros autores, apoyando la hipétesis de que un incremento en los LPO no necesariamente

esta relacionado con la disminucién en la eficiencia del sistema antioxidante.

Se ha propuesto que todos los sistemas biologicos que estdn constantemente expuestos a
una gran variedad de agentes estresantes que incluyen la radiacion, cambios de temperatura,

infeccibn y compuesto s toxicos generados enddgena y exdgenamente cuyo efecto puede ser
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potenciado por el oxigeno y las EROs, desarrollan muchas respuestas; algunas de ellas
inmediatas con efecto breve, y otras se adquieren lentamente pero tienen un efecto permanente, y
que pueden por un lado, estimular el mantenimiento y la reparacion o, por otro lado, pueden inhibir
el mantenimiento y la defensa del organismo en funcion de la dosis y del tiempo que se es

sometido al estimulo. Dicho fenémeno se conoce con el nombre de hdrmesis. °°161

Casi cualquier estimulo puede tener un efecto hormético.’®® En la actualidad se ha
observado que las EROs presentan este efecto e incluso se ha considerado que la longevidad

depende de la eficiencia de los organismos para adaptarse a un ambiente oxidativo.

Esta eficiencia se refiere a la manera en que los organismos son capaces de adaptarse a
un medio aerébico en el cual el efecto de las EROs potencialmente dafiinas se modifica hasta
convertirlas en moléculas con funciones Gtiles como mensajeros celulares que intervienen en los
sistemas de transduccion de sefiales para inducir la expresion de genes moduladores de la

actividad antioxidante en funcion del equilibrio redox del organismo.*#431>°

El organismo de manera natural provee una amplia proteccion contra la incesante
generacion de EROs y el subsecuente dafio que ocasionan, ya que mantiene a los elementos de
defensa en sitios estratégicos a lo largo de todo el sistema bioldgico, tal como la mitocondria, el
nucleo, los microsomas, el citosol, las membranas y aun los compartimentos extracelulares. Sin
embargo, se cree que para estimular la respuesta de estos sistemas de proteccion es necesaria la

exposicion ante las EROs en forma gradual.**®

Se han realizado mdltiples investigaciones sometiendo células y modelos animales a
diferentes estimulos. En un estudio realizado in vitro se observé que cuando las células reciben
pre tratamiento con dosis muy bajas de un oxidante en diferentes ocasiones antes de ser
expuestas al mismo oxidante en condiciones letales, son capaces de sobrevivir y de combatir el

estimulo de una manera mas efectiva que las células que nunca recibieron un estimulo previo.*®?

Existen otros estudios en los que se ha observado que se puede inducir una respuesta
adaptativa de las células con bajas dosis de un agente genotéxico o radiacion UV estimulando la
proteccion contra dosis letales subsecuentes en varios sistemas bioldgicos. La propuesta es que
se inducen mecanismos de transduccion que aumentan la velocidad de reparacion de las
biomoléculas, principalmente el ADN, se incrementan la actividad de las enzimas antioxidantes

(SOD y GPx) para remover mas rapidamente las EROs y reducir el dafio celular.*>*% 4
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Se ha reportado que algunos de los hébitos que forman parte de nuestro estilo de vida
pueden modificar positivamente la resistencia del organismo ante el EOx si se sigue el principio de

hérmesis y se proporciona el estimulo en bajas dosis.*®?

Asi, en algunos estudios se ha formulado la hipétesis que sugiere que la ingesta moderada
de medicamentos, suplementos vitaminicos, alcohol y cafeina, el consumo moderado de cigarro, el
ejercicio periodico, las horas de suefo, la exposiciébn gradual a radiacion UV y contaminantes
ambientales e incluso el estrés psicoldgico, al ser factores que pueden presentar un efecto
hormético, pueden disminuir el dafio o incrementar la capacidad de reparacién de las biomoléculas
e incrementar la actividad de las enzimas antioxidantes, aunque los mecanismos bioquimicos por

los cuales realizan su efecto sean vriables de un estimulo a otro. 15161165166

Debemos recordar que los individuos que han participado en este estudio son sujetos
sanos, que residen en la ciudad de México, por lo que estdn expuestos constantemente a la
radiacién solar y otros contaminantes ambientales, realizan ejercicio fisico moderadamente,
consumen tabaco e ingieren bebidas alcohdlicas en cantidad moderada, lo que sugiere que estan
expuestos constantemente a las EROs producidas como consecuencia de estos y otros factores
enddgenos que permiten estimular gradualmente su sistema antioxidante y su capacidad de
reparacion favoreciendo asi la adaptacion, razon por la cual mantienen el EOx en condiciones

fisiologicas aceptables.

Ademads por la condicion de su sistema antioxidante, podemos observar que en las mujeres
se presenta en forma mas temprana esta adaptaciéon y mucho mejor, de lo que ocurre en los
varones, estas variaciones se deben, como lo han mencionado otros autores, a la interaccion de
los factores genéticos, ambientales y estocasticos que explican porqué si todos los individuos del
estudio son sanos, y estan expuestos practicamente al mismo tipo de estimulos pueden mostrar

diferentes grados de adaptabilidad.*®®

Finalmente podemos resaltar que el envejecimiento per se no incrementa el EOx y el dafio
al ADN en los individuos sanos que residen en la ciudad de México, lo cual podria estar vinculado
a un mecanismo de adaptacién o resistencia ante el EOx similar al proceso de hérmesis
desarrollado en respuesta ante la constante exposicion a la contaminacién ambiental, al estrés
psicolégico y a otros factores pro-oxidantes que forman parte del estilo de vida, que puede estar

favorecido por un incremento en la eficiencia del sistema antioxidante.
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Es importante sefialar que el disefio de la investigacion es de tipo trasversal, ademés de
gue el numero de sujetos no es representativo y la seleccion de la muestra no fue probabilistica, lo
cual constituye una limitante del estudio, de ahi que para confirmar nuestros hallazgos sera

necesario llevar a cabo estudios de cohorte con muestras representativas.
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Xl. CONCLUSIONES

Hipotesis

Acorde con las evidencias cientificas respecto a que el envejecimiento es un proceso
fisiologico adaptativo, suponemos que los adultos sanos de 25 a 85 afios de edad no presentaran
diferencias estadisticamente significativas en los parametros y grados de EOx conforme avanza la
edad.

Conclusioén

No se encontraron diferencias significativas en los parametros de EOx en nuestro estudio
conforme aumenta la edad. Sugiriendo que los individuos sanos de la ciudad de México, al estar
expuestos gradualmente a dosis constantes de contaminacidn ambiental, estrés psicologico y otros
factores pro-oxidantes, como lo sugiere el fenbmeno de hoérmesis, favorecen el desarrollo de
mecanismos de adaptacién que incrementan la eficiencia del sistema antioxidante y las enzimas
que participan en la reparacion de las lesiones oxidativas. Por lo tanto, el envejecimiento per se no

incrementa el EOX.

Hipotesis

Considerando que el envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo, suponemos que

los adultos sanos de 25 a 85 afios de edad no presentaran diferencias estadisticamente

significativas en el dafio y capacidad de reparacion del ADN conforme avanza la edad.

Conclusioén

Nuestros hallazgos sugieren que el envejecimiento per se no se acompafia de un

incremento en el dafio oxidativo en el ADN, e incluso se puede cursar con menor dafio al ADN

conforme aumenta la edad como consecuencia de un proceso adaptativo similar al de hérmesis.
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Hipotesis

Considerando que el envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo, suponemos que
los adultos sanos de 25 a 85 afios de edad no presentaran diferencias estadisticamente
significativas en la actividad de los componentes enzimaticos y exdégenos que forman parte del

sistema de defensa antioxidante conforme avanza la edad.

Conclusioén

No se presentaron diferencias significativas en los marcadores de la eficiencia del sistema
antioxidante con respecto a la edad, por lo que el envejecimiento per se no esta acompafado de
una disminucion en la eficiencia del sistema antioxidante, por el contrario, se ve favorecido un

proceso de adaptacion.
Hipotesis

Tomando en cuenta que el sistema antioxidante es fundamental para evitar el EOx durante
el envejecimiento saludable, suponemos que la eficiencia del sistema antioxidante estari asociada
al dafio oxidativo y capacidad de reparacién del ADN, independientemente de la edad y género.
Conclusién

La actividad de los marcadores del sistema antioxidante muestran relacion con respecto al

dafio oxidativo en biomoléculas, en funcién de la edad y sugieren que el proceso de adaptacién es

mas eficiente en las mujeres que en los hombres.
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Xll. PERSPECTIVAS

» Es recomendable continuar con esta linea de investigacion, disefiando estudios de tipo
longitudinal con muestras de poblacion representativos que permitan la evaluar los
marcadores de EOx de manera mas amplia, considerando algunos marcadores del
dafio oxidativo a proteinas, mitocondrias y lipidos, con el fin confirmar nuestros

hallazgos.

» Por otro lado, es importante explorar los factores que favorecen este fendémeno
adaptativo similar al de hérmesis en diferentes poblaciones y zonas geograficas,
considerando la influencia de sexo y algunas otras caracteristicas constitucionales,
tales como el indice de masa corporal y estilos de vida como el ejercicio fisico y

restricciéon caldrica.

» Adicionalmente, seria de gran utilidad, llevar a cabo estudios de cohorte, con el fin de
determinar los factores vinculados con el estrés oxidativo que incrementan la
prevalencia e incidencia de las enfermedades cronicas en la vejez y sus

complicaciones.
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ANEXO XIV.1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

México, D. F. a de de 200 .

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado “Influencia del
envejecimiento sobre la eficiencia del sistema antioxidante, dafio oxidativo y capacidad de reparacion del

ADN en sujetos sanos de la ciudad de México”.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:

e Permitir que por medio de una puncién venosa se me tome una muestra de sangre, con la cual se
van a determinar las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos, acido Urico, urea,
creatinina, albumina, colesterol-HDL y biometria hematica. Asimismo, la muestra sanguinea servira
para los fines que el investigador requiera.

e Entregar una muestra de orina en las condiciones que sean requeridas por el investigador el dia que
me sea tomada la muestra de sangre.

e Permitir que se me tomen el peso, la altura, la tensién arterial, se mida el didmetro de mi cintura y mi
cadera. Ademas acepto participar en una entrevista que me realizaran para conocer informacion
fundamental sobre mis habitos alimenticios, y otros habitos que han formado parte de mi estilo de

vida.

Declaro que se me ha informado que las molestias derivadas de mi participaciéon en el estudio serian
minimas ya que solo se requiere una muestra de sangre y que el beneficio que yo obtendré de mi
participacion es que recibiré un reporte por escrito de los resultados de la quimica sanguinea, biometria

hematica y examen general de orina, otorgado por la Unidad de Investigacion en Gerontologia.

El Investigador me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que se deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran

manejados en forma confidencial.

Nombre y Firma del participante Nombre y Firma del Testigo

Nombre y Firma del Investigador
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CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO PRO-OXIDANTES
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES *ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

Cuestionario de factores pro-oxidantes

I INFORMACION GENERAL

Nombre(s) Apellido Paterno Apellido Materno
1. Fecha de nacimiento: Edad:
2. Sexo: M |:| F |:| 3. Lugar de nacimiento:
4. Estado civil: 5. Religion:

6. Lugar de residencia en los ultimos 5 afios:

Urbano|:| Suburbano|:| Rural |:| Cd. de México |:|

Especifique lugar:

¢,Desde hace cuanto tiempo vive ahi? afos.

7. Escolaridad

- |:| Ninguna |:| Otros

Especificar

- [ ] sabe leer y escribir

- |:| Primaria completa o incompleta

- |:| Secundaria completa o incompleta

- |:| Bachillerato completo o incompleto

- |:| Carrera técnica completa o incompleta
- [ Estudios de licenciatura incompletos

- [ ] Estudios de licenciatura completos

8. Ocupacion (es) anterior (es):

Por méas de 5 afios
9. Ocupacion (es) actual (es):

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

-] solo

- [ ] Esposo (a)

- [_] Hijo (@) (s)

- [ Nieto (a) (s)

- |:| Otros familiares. Especifique:
- [ ] Amigos

- [ ] otros. Especifique:

11. ¢ Con cuantas personas vive?:
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Il. ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

12. Fuentes de ingreso econémico:
- [ ] Aln trabaja

- [ ] Apoyo del esposo (a)

- [ ] Pensién de jubilacién

- [ ] Pensién de invalidez

- [ ] Pensién de viudez

- [ ] Apoyo familiar

- [ ] otros

13. Ingreso econémico mensual: $

[l ASPECTOS DE SALUD

14. ¢ Tiene alguna enfermedad actualmente? SI NO

Si su respuesta es NO, pase a la pregunta 16.
15. Si su respuesta fue Sl, ¢ Qué enfermedad (es) tiene?
- [ ] Diabetes mellitus

- [ ] Hipertensién arterial
- [ ] cardiopatia
- [ ] Trastornos articulares

- [ ] otros. Especifique:

16. ¢ Toma algun medicamento? (Considerar laxantes, antiacidos, vitaminicos especificos, homeopaticos y

herbolaria).

Medicamento Indicado para: Dosis Indicado por: Tiempo de administracion
V. HABITOS Y EJERCICIO
17. ¢Ha fumado? S| NO

Actualmente En el pasado

Numero de cigarrillos

Tiempo de consumo

Fumador pasivo
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18. Si ya no fuma, ¢ Hace cuanto tiempo dej6 de fumar?

19. Ingesta de bebidas con cafeina:

Sl

anos.

NO

Actualmente

En el pasado

dia

Tazas o vasos al

Afos de consumo

Tazas o vasos al

Afios de consumo
dia

Café de grano

Café soluble

Café descafeinado

Té negro

Otros tés. Especifique

Refrescos de cola

20. Ingesta de bebidas alcohdlicas:

Sl

NO

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

Actualmente

En el pasado

1 vez al mes o menos

2 a4 veces al mes

2 a 4 veces por semana

Diario

B) Tipo de bebida

Tipo de bebida

Actualmente

En el pasado

Brandy

Alcohol al 95%

Ron

Tequila

Cerveza

Pulque

Vino tinto

Vino blanco

Otros: Especifique

21. Ejercicio y actividades fisicas.

Actualmente

En el pasado

Ejercicio

Dias/semana

Horas/dia | Anos

Dias/semana Horas/dia | Afios

Caminar: Km( )

Correr: Km ( )

Gimnasia

Yoga

Natacion

Baile de sal6n

Baile regional

Otros. Especifique:
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22. Actividades en el hogar.

Actividad

Actualmente

En el pasado

Dias/semana

Horas/dia | Afos

Dias/semana

Horas/dia

Subir y bajar escalones
( ) escalones

Barrer

Trapear

Sacudir

Tender camas

Lavar trastos

Tender ropa

Cortar lefia

Podar pasto

Acarrear agua

Preparar alimentos

Cuidar animales

Ir de compras.
NUmero de cuadras que
camina ( )

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

23. ¢, Cuantas horas duerme al dia (dia y noche) en el dltimo afio?

De dia:

OBSERVACIONES:

GRACIAS POR SU COOPERACION:

Encuestador:

De noche:

Supervisor:

Fecha de aplicacion:

(dia/mes/afio)
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES *ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

Cédula antropométricay
Registro de Presién arterial

Nombre:
Edad: Género: Fecha de evaluacion:
Fecha de nacimiento:
Antropometria
Medicion Resultado
Peso Kg
Talla m
Circunferencia de la cintura cm
Circunferencia de la cadera (medida como la maxima de los gluteos) cm
Talla maxima alcanzada durante la vida (por interrogatorio) Kg/m?
Indice de masa corporal (IMC)
indice cintura-cadera (ICC)
Presion arterial
Medicion Fecha Sistdlica Diastdlica
12 mmHg mmHg
2a mmHg mmHg
3a mmHg mmHg
Promedio mmHg mmHg

Realizado por:

Supervisado por:
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