<SSO NIL AT 9
)

)? —

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

ZARAGOZA

RELACION ENTRE MARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO Y DETERIORO COGNITIVO EN ADULTOS
MAYORES DEL AREA RURAL VS. URBANA

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A:

JOSELYN SIRIA REYES

DIRECTOR DE TESIS: DRA. MARTHA ASUNCION SANCHEZ RODRIGUEZ
ASESOR DE TESIS: DR. VICTOR MANUEL MENDOZA NUNEZ

vé
22V dg

o,

)

4
9,

%, MEXICO,DF. Junio 2009
@
°°.

\a excelg e,

L



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Joselyn Siria Reyes

“El peaton”

Se dice, se rumora, afirman en los salones, en las fiestas, alguien o algunos
enterados, que Jaime Sabines es un gran poeta. O cuando menos un buen poeta.
O un poeta decente, valioso. O simplemente, pero realmente, un poeta.

Le llega la noticia a Jaime y éste se alegra: jqué maravilla! jSoy un poeta! jSoy un
poeta importante! jSoy un gran poeta!

Convencido, sale a la calle, o llega a la casa, convencido. Pero en la calle nadie, y

en la casa menos: nadie se da cuenta de que es un poeta. ¢,Por qué los poetas no

tienen una estrella en la frente, o un resplandor visible, o un rayo que les salga de
las orejas?

iDios mio!, dice Jaime. Tengo que ser papa o marido, o trabajar en la fabrica como
otro cualquiera, o andar, como cualquiera, de peatén.

iEso es!, dice Jaime. No soy un poeta: soy un peaton.

Y esta vez se queda echado en la cama con una alegria dulce y tranquila.

Jaime Sabines
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. RESUMEN

Antecedentes. Se ha denominado estrés oxidativo (EOx) al estado de la célula en la cual
se encuentra alterada la homeostasis 6xido-reduccion, es decir el balance entre pro-
oxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una excesiva
produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y/o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes, conduciendo a dafio celular, el cual se ve favorecido por el
envejecimiento, de este modo, el cerebro envejecido muestra patrones de atrofia neuronal
y declive funcional, ademas de muerte celular, respondiendo de modo menos adaptativo a
los estimulos fisioldgicos y ambientales, tanto a nivel celular como sistémico, lo que puede
conducir a deterioro cognitivo (DC). En este sentido, ademas de los aspectos biolégicos
inherentes al envejecimiento el EOx se puede incrementar por estilos de vida
determinados por el lugar de residencia, lo cual puede influir en la funcién cognitiva de los
adultos mayores (AM) tal como ha sido demostrado en algunos estudios. Objetivo.
Determinar la relacion entre marcadores de EOx y DC en una poblaciéon de adultos
mayores del area rural vs. urbana. Método. Se realizé un estudio observacional,
prolectivo, transversal y comparativo en una poblacién de 135 adultos mayores con edad
de 60 afios 0 més, sin distincion de sexo, 70 con residencia en los Reyes, la Paz, Edo. de
México y 65 con residencia en el area rural de Real del Monte, Hgo. A todos los sujetos se
les realizaron mediciones antropométricas, quimica sanguinea y perfil lipidico como
pruebas de tamizaje clinico; se midieron ademés marcadores de EOx como: niveles de
lipoperéxidos plasmaticos [LPO] (método de TBARS), actividad de enzimas antioxidantes
superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y la capacidad sérica
antioxidante total (CAT) por métodos colorimétricos comerciales (Randox Laboratories,
Ltd.), el dafio oxidativo al ADN se determin6 por la técnica de electroforesis unicelular
alcalina (ensayo cometa) determinandose el promedio de migracién de dafio oxidativo al
ADN. Para evaluar el DC se aplicé el cuestionario Mini Examen Mental de Folstein
(MMSE, por sus siglas en inglés). Los resultados fueron analizados a través de estadistica
descriptiva (promedios * error estandar), t de Student, 5y regresion logistica, calculando
la razén de momios (RM), con un 95% de confianza. Para tal efecto se utilizé el paquete
estadistico SPSS v15. Resultados. Los residentes del &rea urbana presentan niveles
significativamente mas altos de LPO, asociado a una disminucion en CAT (p< 0.05).
Asimismo, el grado de dafio al ADN (migracion = 40%) fue mayor en los ancianos del
area urbana, sin embargo no se encontr6 diferencias estadisticamente significativas en la
prevalencia de DC en los adulos mayores de area urbana en comparacion los del area
rural (17% vs. 14%, p>0.05). Conclusiones. Nuestros hallazgos sugieren que el lugar de
residencia urbano incrementa el EOx, cuya alteracion bioguimica no es un factor
determinante para el deterioro cognitivo en la vejez.
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Il. INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso universal presente en todas las especies,
involucra mecanismos bioldgicos, psicolégicos y sociales, de ahi que no siga un
patron establecido, sea irregular, asincrénico y sus manifestaciones varian de un
individuo a otro. Desde el punto de vista bioldgico se sefiala que dicho proceso es
consecuencia de la acumulacién de dafios aleatorios que limitan o afectan la
formacion o reparacion del ADN, proteinas, carbohidratos y lipidos. La propuesta
mas aceptada indica que este dafio es de tipo oxidativo y como consecuencia se
altera el funcionamiento de las células, tejidos, 6rganos y sistemas, incrementando
la vulnerabilidad a la enfermedad.

Por su parte, el cerebro tiene una alta tasa de consumo de oxigeno y sus
membranas neuronales tienen altas concentraciones de acidos grasos
poliinsaturados que son susceptibles a la peroxidacion lipidica, que en el cerebro
puede causar dafios oxidativos irreversibles. Los antioxidantes atrapan
rapidamente los radicales para reaccionar con ellos y dar estabilidad para que no
se propague la auto-oxidacion por reaccién en cadena, sin embargo, conforme
avanza la edad se va perdiendo la capacidad antioxidante incrementandose el
EOX.

Ademas de que el envejecimiento per se favorece el EOx, existen diversos
factores que se vinculan con el ambiente urbano (contaminacién ambiental, estrés
psicoldgico, estado nutricional, horas de suefio, entre otros), que potencializan la
formacién de radicales libres (RL) y consecuentemente el EOx, este dafio
oxidativo a nivel de ADN, podria incrementar la proporcibn de mutaciones
somaticas, alterando el funcionamiento neuronal, lo que podria conducir a un
déficit cognitivo.

Por tal motivo, el presente estudio pretende evaluar la relacion de los
marcadores de EOx, medido a través de dafio oxidativo al ADN, niveles de
lipoperéxidos y evaluacion del sistema antioxidante con el DC producido en los AM
de una zona rural vs. urbana, debido a que se ha determinado que no todos
presentan el mismo grado e intensidad de dafio oxidativo, como consecuencia de
su estilo de vida y lugar de residencia.
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M. MARCO TEORICO

Las bases biologicas del envejecimiento aun no se conocen y es por ello
gue para poder explicar dicho fenémeno se han formulado una serie de teorias,
siendo la teoria de los radicales libres una de las mas plausibles para explicar el
proceso de envejecimiento; fue planteada por Harman en 1956, quien explica que
el envejecimiento se asocia a la pérdida de la capacidad funcional debido a la
acumulacién del dafio molecular oxidativo producido por reacciones de RL;!
especies quimicas que poseen en el ultimo orbital un electrén no apareado, por lo
gue, son capaces de extraer un electrén de las moléculas vecinas para completar
su orbital, convirtiéndose en componentes altamente reactivos y oxidantes. Esto
significa, que las reacciones de los RL con macromoléculas biol6gicas van a llevar
al organismo al deterioro generalizado que caracteriza al envejecimiento. 2

Durante este proceso, muchas variables fisioldgicas importantes muestran
pérdidas sustanciales conforme avanza la edad, en este sentido se ha reportado
gue el cerebro envejecido presenta cambios cuantitativos y cualitativos en: niimero
de neuronas, extension dendritica y nimero y estructura de sinapsis. Estos
cambios anatémicos, son especificos de determinadas regiones como el
hipocampo, que probablemente se relacionan con disminuciones tanto en la
capacidad conductual como en la plasticidad asociada al envejecimiento. Dicha
disminucion de la plasticidad se refleja en diferentes cambios que podrian explicar,
al menos en parte, el deterioro cognitivo asociado a la edad.** Si bien no se ha
podido demostrar con certeza cual es el papel de este dafio en la senescencia, el
EOx seria uno de los mecanismos posiblemente involucrados en las
enfermedades neurodegenerativas.

A continuacién se presentara la informacion tedrica relevante y pertinente
con el fin de precisar el problema y la hip6tesis de la investigacién. En este
sentido, se incluyen aspectos sobre los procesos que conducen al dafio oxidativo
al ADN vy lipidos y la capacidad del sistema antioxidante, los cuales son
considerados como buenos marcadores para la evaluaciéon de EOx, asi mismo, se
describe la influencia del estilo de vida y lugar de residencia sobre el EOx y su
relacion con el DC en adultos mayores de un area rural y una urbana.
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IIl.1. Envejecimiento y estrés oxidativo.

En la Unidad de Investigacion en Gerontologia de la FES Zaragoza, UNAM,
el envejecimiento humano ha sido definido como un proceso gradual y adaptativo,
caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostatica, debida a
las modificaciones morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas y psicolégicas,
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.®

Complejas reacciones bioquimicas que han sido descritas en el cuerpo
humano, estan controladas por multiples mecanismos de regulaciéon. Muchas de
estas reacciones implican transferencia y liberacién de energia, que pueden llevar
a la formacion de RL. Cuando estas moléculas se forman en cantidades normales,
ayudan a mantener el cuerpo saludable con la eliminacién de toxinas. Sin
embargo, cuando se producen en grandes cantidades y que no pueden ser
contrarrestados por los sistemas antioxidantes, se produce dafio al organismo y
puede resultar en la muerte celular y desencadenar EOx.

El oxigeno (O3) es un compuesto fundamental para la vida, esencial en el
metabolismo de todos los organismos aerdbicos, participa en diversas reacciones
de oxidacion, incluyendo la sintesis de ATP, sin embargo, muchas de estas
reacciones en las que participa genera EROs que en su mayoria son RL, por lo
que se convierte en una sustancia potencialmente téxica y dafiina a largo plazo. °

La reduccion tetravalente del O; en la mitocondria produce agua mediante
la cadena de transporte de electrones; no obstante, la reduccion univalente del
oxigeno genera intermediarios reactivos en una serie de reacciones de reduccién
gue involucran cuatro electrones, generando EROs: perdxido de hidrégeno (H205),
el radical aniénico superdxido (Oz*), y el radical hidroxilo (OHe), este ultimo
extremadamente reactivo. (Figura I11.1.1). El H,O2> no es un RL, es un agente
oxidante muy reactivo, cae en la categoria de EROs por ser un compuesto
intermediario e importante en la bioquimica de los RL, ya que se descompone
facilmente en presencia de metales de transicién, para producir el mas reactivo y

dafiino RL de oxigeno, el radical OH".**

0, _M&, 0,7 et H,0, M L OH® + OH 1**2H . 2H,0

Figura 11l.1.1. Generaciéon de EROs por reducciéon secuencial en cuatro
pasos del oxigeno molecular.
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Varios metales de transicién reaccionan con el H,O,, pero al que se le ha
puesto mas atencién es el hierro. En el mecanismo mediado por hierro, las sales
ferrosas reaccionan con H,0, para formar OH* por medio de una reaccion llamada
de Fenton. (Figura I11.1.2). Por su parte, el O," puede reducir ciertos quelatos
férricos, interviniendo en la reaccion de formacibn de OH®. La reaccién
condensada, sin los intermediarios del hierro, entre O, y H,O, se conoce como
reacciéon de Haber-Weiss. (Figura 111.1.3). *

Fe () + H,O, —— OH" + OH + Fe (lll)
Figura lll.1.2. Reaccién de Fenton que involucra la presencia de sales ferrosas.

0" + H,O, —Fen—> OH* + OH + O

Figura Il1.1.3. Reaccién de Haber-Weiss catalizada por hierro.

Ademas del O, el nitrégeno también es capaz de formar RL como: 6xido
nitrico (NOe) y diéxido nitrico (NO2), conformando las llamadas especies reactivas
del nitrégeno (ERNSs). A su vez, los radicales OHe son capaces de reaccionar con
las biomoléculas produciendo RL organicos menos reactivos, como los peroxilos
(ROO-) y radicales tiol (RSe), y el O, y NO, reaccionan entre si para formar
peroxinitrilo (ONOQ"), entre otros.*

La principal fuente enddgena de RL es la mitocondria y son producidos
generalmente por reacciones de transferencia de electrones, las cuales pueden
ser mediadas por acciones enzimaticas que involucran a la cadena respiratoria, la
fagocitosis, el sistema citocromo P450, reacciones del reticulo endoplasmico, la
accion enzimatica de xantina oxidasa, sintesis de prostaglandinas; sin embargo,
también se generan RL en respuesta a la exposicion de factores exdgenos como
las radiaciones ionizantes, rayos UV, contaminacién ambiental, humo de cigarro,
algunos farmacos y ejercicio extenuante, entre otros.***°

La influencia del EOx en el proceso de envejecimiento humano es tema de
discusioén en investigaciones recientes. Originalmente, en la teoria de los radicales
libres se propuso que la acumulacién de dafo oxidativo en las macromoléculas,
propiciado por una inadecuada proteccion contra las EROs derivadas del
metabolismo aerdbico, constituyen el factor principal que da origen al
envejecimiento e incrementa la vulnerabilidad para enfermedades crénico
degenerativas. No obstante, ha sido un problema fundamental el poder discernir
entre los eventos que causan el envejecimiento y los que son secundarios a este
proceso.’
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Asimismo, existen evidencias que han demostrado que el EOx se relaciona
con enfermedades neurolégicas como resultado del dafio mitocondrial, ya que en
estas enfermedades se liberan EROs que dafian los tejidos y activan las vias de
sefializacién para dafiar neuronas vecinas.'®*°

[11.2. Marcadores biolégicos de estrés oxidativo.

Por su incrementada reactividad, los RL colisionan con macromoléculas
esenciales sustrayendo un electrén al tratar de recuperar su estabilidad y
producen la oxidacion de lipidos, ADN, carbohidratos y proteinas, los cuales,
pueden perder su funcion especifica o iniciar reacciones en cadena que producen
mas RL y conducen a la declinacién funcional de las células. 2% %

Los LPO, el dafio oxidativo al ADN, las enzimas antioxidantes SOD, GPx y
los antioxidantes totales son considerados los marcadores biolégicos mas
aceptados para evaluar el EOXx.

[11.2.1. Dafio oxidativo a lipidos.

La accion de EROs en los lipidos tiene lugar fundamentalmente sobre los
acidos grasos poliinsaturados, lo que provoca su peroxidacion que deriva en
consecuencias como: pérdida de la fluidez, caida del potencial de membrana,
incremento de la permeabilidad a H* y otros iones y, eventualmente, liberacion del
contenido celular y de los organelos causando la muerte celular.?

La reaccion de peroxidacion generalmente es iniciada por el radical OHe, el
cual extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metileno de la cadena
del acido graso y deja un electron no apareado, con lo cual se genera un radical
lipidico. Este radical lipidico rapidamente sufre un reordenamiento molecular para
producir un dieno conjugado, que reacciona con el oxigeno molecular y produce
un radical peroxilo. Este radical puede a su vez extraer un atomo de hidrogeno de
un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado para formar un nuevo
radical lipidico y un hidroperéxido lipidico. El radical lipidico entonces se combina
con otra molécula de oxigeno y continda la reaccién en cadena. El hidroperdxido
lipidico es un componente estable hasta que se pone en contacto con iones
metalicos de transicion, entonces se producen mas radicales, que a su vez
posteriormente inician y propagan otra cadena de reacciones. (Figura I11.2.1) %

Los productos finales de este proceso de peroxidacion lipidica son
aldehidos, gases hidrocarbonados y varios residuos quimicos, incluido el
malondialdehido. Estos productos de degradacion pueden difundir lejos del sitio de
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las reacciones y producir edema celular, ademas de influir sobre la permeabilidad
vascular, inflamacién y quimiotaxis. Asimismo, pueden alterar la actividad de
fosfolipasas e inducir la liberacion de acido araquidénico, con la subsiguiente
formacion de prostaglandinas y endoperéxidos. 2>

El malondialdehido (MDA), a su vez, puede reaccionar con lipidos y
proteinas durante la peroxidacion lipidica para formar bases de schiff conjugadas,
productos fluorescentes insolubles que se acumulan en el interior de los lisosomas
y forman el pigmento de envejecimiento conocido con el nombre de lipofucsina
(reconocido marcador morfolégico de envejecimiento porque se acumula en los
tejidos con la edad).?*

R — . R — W COOH
VTV WO O EASV WY
Acido graso poliinsaturado 1 (RH) R l
R\A/—:\/\ /\/COOH 0, R\A/z—\MCOOH
S —
0. )

Radical peroxilo (ROO*®) Dieno conjugado

+

R'\/\/_—_.\/z:\/\/COOH

Acido graso poliinsaturado 2 (R'H)

Hidroperéxido (ROOH) R'

Figura lll.2.1. Reacciones de inicio y propagacion de la lipoperoxidacion.
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111.2.2. Dano oxidativo al ADN.

La integridad del ADN, sin duda, es muy importante en el mantenimiento de
la funcionalidad celular, debido a que ahi se encuentra contenido el material
genético. Los principales procesos que producen dafio en el ADN ademas de la
oxidacion, que es el mas significativo, son la metilacion, despurinizacion vy
desaminacion. %

Existen dos tipos de ADN en la células; el mitocondrial y nuclear. El primero
es de gran importancia ya que cada célula posee miles de genomas vulnerables al
dafno oxidativo capaces de sufrir deleciones durante el envejecimiento y de mutar,
provocando una acumulacion de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) y otros
residuos provenientes de la reparacion de estas mutaciones, con el paso del
tiempo esta acumulacion afecta el genoma mitocondrial, presentandose como
principal consecuencia un abastecimiento inadecuado de energia. 262®

Por otro lado el genoma nuclear al ser dafiado por los RL, es capaz de
inducir sindromes que aceleran el envejecimiento al modificar el metabolismo de
los telémeros debido a la desregulacién de los genes. ?° En este sentido, Ames
estimé que una célula humana recibe 10 000 impactos oxidativos en el ADN
nuclear producidos por OH*,*° el cual debido a su naturaleza electrofilica extrae
atomos de hidrégeno de manera eficiente, agregandose igual o mas rapido a

dobles enlaces. **

Las alteraciones derivadas del efecto oxidante de los RL en el ADN son la
oxidacién de desoxirribosa, modificaciones de bases, formacion de sitios abasicos,
rupturas de cadena sencilla y doble, entrecruzamiento entre ADN-proteinas, ADN-
ADN e intercambio de cromatidas hermanas. *

La desoxirribosa, que es el azucar del ADN, al oxidarse puede inducir el
rompimiento del enlace entre esta y el grupo fosfato del siguiente nucledtido,
mecanismo que propicia las rupturas de cadena sencilla. La actividad del radical
hidroxilo hacia los diferentes atomos de hidrégeno de la desoxirribosa varia
considerablemente, siendo los carbonos 4 y 5 los principales sitios de ataque, ya
que en la molécula de ADN son los que quedan méas expuestos. *

Si los RL actian sobre las bases nitrogenadas producen sustituciones,
deleciones o inserciones y aunque las cuatro bases pueden ser modificadas por
oxidacion, las mas susceptibles son las pirimidinas. Al ser modificadas las bases,
estas tienen que ser removidas del ADN con lo que se crean sitios abasicos que
no son capaces de codificar para la sintesis de proteinas. 3
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En condiciones fisiolégicas normales el dafio se hace altamente extensivo
ya que se ha estimado que la alteracion de una de las bases puede modificar
130 000 bases en el nacleo y en el caso del ADN mitocondrial la alteracion de una
de las bases puede modificar 8 000 bases. *°

Aln cuando los rompimientos de cadena sencilla no son considerados
como lesiones letales o mutagénicas, dado que son reparados muy rapidamente,
la acumulacién de estas lesiones y la sobreexposicién a RL puede generar dafos
irreparables. Sin embargo, una de las causas por las que se presenta una ruptura
de cadena doble del ADN, es a partir de rupturas previas del ADN de cadena
sencilla. *

Asimismo, por medio de la replicacion del ADN se presentan rupturas
cuando sucede un retraso de la cadena, durante la sintesis replicativa del ADN.
Las causas de este tipo de rupturas pueden ser fuentes tanto exdégenas como
endogenas. Esta poderosa fuente de rupturas de cadena doble, solo surge cuando
la célula se encuentra en division o en la Gltima etapa de la sintesis del ADN. 3 3

En la cromatina, los entrecruzamientos ADN-proteina y ADN-ADN se
forman cuando un radical de ADN se combina con un radical de proteina, con un
amino&cido o con una base de otro ADN. ¥

Estas alteraciones en el material genético pueden ser evaluadas a través de
la electroforesis unicelular alcalina. Esta técnica conocida como ensayo cometa es
muy confiable, sensible, de bajo costo y emplea una cantidad minima de muestra,
permite evaluar rompimientos de cadena doble y sencilla asi como sitios sensibles
al alcali; también es de gran utilidad para evaluar el efecto de diversos factores
pro-oxidantes de tipo externo como radiacion UV, niveles de ozono, contaminacion
del agua e incluso se ha empleado para monitorear el suministro de sustancias
antioxidantes como las vitamina E, vitamina C y la modificacion del dafio oxidativo
en algunos padecimientos crénico degenerativos; ademas hace posible determinar
la frecuencia de dafio al ADN, la magnitud y el grado de dafio al mismo. 3¥*°

[11.2.3. Dafio oxidativo a proteinas.

El efecto de los RL sobre una determinada proteina depende de su
composicion en aminoacidos, de la importancia y localizacién de los mismos que
median la conformacion y actividad de la proteina, asi como de la posibilidad de
reparacion de la lesidon. Aungque son menos susceptibles al ataque de los RL; al
ser oxidadas se fragmentan y se unen entre si dando lugar a entrecruzamientos
que dan como resultado la pérdida de funcionalidad de la proteina. %
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I11.2.4. Sistemas antioxidantes.

Si bien, el organismo soporta numerosos factores endégenos y exdégenos
de EOx, al mismo tiempo posee numerosos sistemas de defensas antioxidantes
regulables, enzimaticos y no enzimaticos; los cuales se encargan de la
supervivencia de los organismos expuestos a los RL. Se define como antioxidante
a aquella sustancia que, presente en bajas concentraciones comparada con los
sustratos oxidables, retarda o previene significativamente la oxidacién de esos
sustratos.*

La proteccion antioxidante ocurre a diferentes niveles: previniendo la
formacion de RL, interceptando los radicales cuando son formados, reparando el
dafio oxidativo causado por los radicales, incrementando la eliminacion de las
moléculas dafiadas por medio de apoptosis, no reparando excesivamente las
moléculas dafiadas para minimizar la introducciéon de mutaciones e induciendo y
asistiendo los antioxidantes enzimaticos y agentes destoxificantes. **

El primer sistema de defensa correspondiente a las enzimas antioxidantes o
endogenas, esta basado en un complejo enzimatico de defensa que transforman a
los RL en moléculas menos perjudiciales, y esta conformado por las enzimas
SOD, GPx y la Catalasa. #*3

La funcién de la enzima SOD es dismutar el radical Oz« convirtiéndolo a
H,0,, mediante una reaccién redox en la que actlta el ibn metalico presente en la
enzima; la GPx modifica el H,O, en una molécula inofensiva antes de que se
formen RL y la catalasa regula los niveles de H,0,.*3

Cuando estos sistemas enzimaticos fracasan o se sobrepasan, se genera
una sobreproducciéon de iones Oy y de H,0O,, por lo tanto, el organismo tiene un
segundo nivel de proteccion, el sistema antioxidante no enzimatico o exdgeno, es
un sistema paralelo al primero y especialmente Gtil cuando el sistema enddgeno
se satura y esta determinado por una serie de compuestos llamados depuradores
de RL; los cuales atrapan a los RL que se han formado, impidiendo asi la
iniciacion de una cadena oxidativa o interrumpiendo su propagacion; entre los mas
importantes estan las vitaminas A, C y E, &cido Grico y albimina. > 44

Si los otros dos sistemas antioxidantes no han sido eficientes y las
biomoléculas son oxidadas, todas las células tienen una serie de enzimas que
conforman los llamados sistemas de reparacién que incluyen enzimas encargadas
de restaurar directamente las biomoléculas a su conformacién nativa, asi como,
enzimas catabdlicas que pueden especificamente degradar las moléculas
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funcionales, esta degradacién puede servir no sélo para removerlas del citosol,
sino para aumentar la cantidad de precursores para resintesis; dentro de esta
categoria se encuentran enzimas reparadoras de lipidos, de proteinas y de ADN.*

Para la evaluacion del sistema antioxidante, se incluye la medicion de los
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Para los primeros se determina la
actividad de las enzimas SOD, GPx y catalasa, sin embargo, las dos primeras son
las que se emplean con mayor frecuencia. Asi mismo, el indice SOD/GPx ofrece
una mejor estimacion del desequilibrio entre estas enzimas. *

Las defensas antioxidantes no enzimaticas o exégenas estan determinadas
por la actividad de los antioxidantes totales y el GAP o capacidad antioxidante
residual. Las técnicas desarrolladas para medir la capacidad antioxidante total de
las muestras biolégicas valoran la habilidad de compuestos donantes de un H* o
un electron para oxidar las especies introducidas en el sistema de ensayo, por lo
que son clasificados como métodos de inhibicibn o indirectos del poder
antioxidante total. *°

Se sabe que el envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo en el que
la aparicibn de EOx no solo se debe a un proceso endogeno, debido a que
interviene otros factores ambientales y exdgenos que al interaccionar pueden
contribuir en la etiologia de patologias asociadas con el envejecimiento.

[11.3. Estrés oxidativo y deterioro cognitivo.

Un estado de EOx, induce en las células efectos toxicos por oxidacion de
lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleétidos, lo cual produce acumulacion de
agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, escitoxicidad y apoptosis. Este
dafio oxidativo es comun en las enfermedades neurodegenerativas y adn no esta
claro si contribuye iniciando el proceso o es una consecuencia del mismo.*’

Existen evidencias que han reportado que el cerebro es particularmente
vulnerable al proceso oxidativo debido a las siguientes caracteristicas bioquimicas
en el tejido del sistema nervioso central:

-Alta tasa metabdlica de glucosa.
-Bajos niveles de enzimas antioxidantes.

-Altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados, los cuales son
sustratos potenciales para la lipoperoxidacion.
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-Alta actividad coenzimatica de metales, lo cual potencialmente favorece la
formacion de EROs.

-Alta produccion de H,O, por accién de la enzima SOD sobre O,", la accién
de la xantina-oxidasa, y el metabolismo de las indolaminas y catecolaminas por la
monoamino-oxidasa, ademas de la auto-oxidacién de las catecolaminas.*®

Respecto a las catecolaminas, se ha observado un incremento en la
evidencia experimental de que la dopamina puede ser una posible fuente
endogena de EROs, sugiriéendose que el metabolismo de dopamina, en
combinacion con el incremento de las condiciones pro-oxidantes, puede estar
involucrado en la degeneracion progresiva y selectiva de las neuronas
dopaminérgicas.”

La dopamina es metabolizada enziméaticamente por la monoamino-oxidasa
0 por una auto-oxidacion produciéndose una dopamino-quinona, formando en
ambas reacciones H;0;. *°

Sin embargo, bajo circunstancias normales, hay una reserva de glutation
gue se encarga de transformar el H,O, y por lo tanto prevenir el dafio tisular por
medio de la enzima GPx, en donde un incremento en la concentraciéon de H,0O,
aumenta la probabilidad de que éste pueda reaccionar con el ion ferroso y generar
el radical OH® por medio de las reacciones de Haber-Weiss-Fenton, es por ello,
que el metabolismo oxidativo de la dopamina puede generar RL téxicos. ** >

En términos generales se observa un declive funcional con forme avanza la
edad en el estatus cognitivo que se presenta como déficit de la memoria y la
capacidad de usar en forma adecuada la informacién adquirida y las habilidades
mentales; se ha reportado que del 2 al 12% de los sujetos de 60 a 80 afios y el
20% de los mayores de 80 afios presentan pérdida acentuada de memoria,
alteraciones del lenguaje (afasias), pérdida de la capacidad de reconocimiento de
objetos y sujetos (agnosias) y afectacion en la ejecucion de actos motores
programados (apraxias), y por lo tanto, una desorientacion en espacio, tiempo y
persona, propiciando lo denominado DC. °*>*

El DC se ha asociado con el envejecimiento, ya que este proceso afecta a
la memoria al igual que muchas otras habilidades. Se utiliz6 previamente el
término "deterioro cognitivo leve" para referirse a las personas con dificultades
leves en las pruebas cognitivas pero no se distingue necesariamente de la
demencia leve, dicho término se utiliza ahora para referirse a las personas que
con pruebas neuropsicolégicas no cumplen los criterios para la demencia. *°
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En este sentido, alteraciones cognitivas y de la memoria son motivo de
gueja y consulta que con frecuencia presentan los AM; aunque existe la tendencia
generalizada a considerarlas como algo normal a medida que se envejece pueden
repercutir en el funcionamiento cotidiano y social, es por ello que a muchos
pacientes con dificultades de memoria les preocupa la posibilidad de sufrir una
enfermedad como la de Alzheimer; por lo que es muy importante establecer un
diagnéstico claro de DC, y seqguirles de cerca, para ello se ha documentado
ampliamente el subdiagndstico de dichas alteraciones y se reconoce la utilidad de
instrumentos estandarizados para mejorar la deteccién oportuna. >® >’

Es asi que para evaluar dichas funciones cognitivas y de la memoria se han
desarrollado una serie de pruebas y baterias como la Evaluacion Minima del
Estado Mental de Folstein (MMSE, por sus siglas en inglés Mini-Mental State
Examination), que es la prueba internacionalmente mas utilizada en poblacion
adulta, como un método practico que permite establecer el grado del estado
cognitivo del paciente.®® Las caracteristicas esenciales que se evalian son:
orientacion espacio-tiempo, capacidad de atencién, concentracién y memoria,
capacidad de abstraccién (célculo), capacidad de lenguaje y percepcion viso-
espacial y capacidad para seguir instrucciones basicas.* ©°

Cabe mencionar que existe un gran nimero de variables relacionadas con
el estilo de vida y lugar de residencia que pueden influir con mayor EOx y que
aunado al proceso de envejecimiento podria desencadenar DC.

lll.4. Estilo de vida y lugar de residencia.

La ecologia humana busca el equilibrio integral entre el hombre y su
entorno, de manera que permita al individuo contrarrestar las amenazas o retos de
tipo bioldgico, psicologico o social a través de un fenémeno conocido como
alostasis. En este sentido, el estilo de vida, el desarrollo tecnoldgico y el
urbanismo frecuentemente alteran dicha interaccion, propiciando un desequilibrio
gue se traduce en retos estresantes que repercuten en la homeostasis del
individuo incrementando la generacién de RL y consecuentemente el EOx.

De este modo el proceso oxidativo puede ser favorecido o potencializado
por diversos productores exdgenos de RL como: estrés psicolégico, contaminacion
ambiental, radiacion UV, alimentacion inadecuada, habitos como fumar o beber en
exceso, ingesta crénica de medicamentos, disminucion en las horas de suefio,
entre otros, y que son considerados como factores pro-oxidantes vinculados
principalmente con un entorno urbano. 2*
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Desde el punto de vista demografico se define como area urbana a una
ciudad con poblacién mayor a 15 000 habitantes,®® no obstante esta definicion no
describe las caracteristicas de infraestructura urbana, estilo de vida, grado de
industrializacion, trafico vehicular y contaminacion ambiental que muchas de las
ciudades urbanas modernas presentan y que pueden influir en el proceso y tipo de
envejecimiento de sus habitantes, de ahi que lo mas adecuado sea describir las
caracteristicas de la poblacién independientemente del criterio demogréfico. 3

Se conoce que las poblaciones urbanas crecen por aumento de la natalidad
y por inmigracion, ademas, de que la mayoria de las ciudades modernas utiliza
recursos en forma ineficiente, desperdiciando mas energia de la necesaria y
produciendo contaminacién del aire y del agua, asi como desechos sélidos y
peligrosos. De modo que la degradacion del ambiente y contaminacion en un area
dada, depende de tres factores: el nimero de personas, numero promedio de
unidades de los recursos que cada persona emplea y el grado de degradaciéon y la
contaminaciéon ambiental generada cuando se produce y usa cada unidad de
recursos. *

Por el contrario, se ha identificado al ambito rural como aquel donde los
asentamientos tienen una poblacién menor a 2 500 habitantes® y se caracterizan
por emigracion continua de los jovenes y actividades econdmicas como
agricultura, administracion de granjas, comercio y artesanias, entre otras.®

Se ha estudiado el impacto del urbanismo en la satisfaccion de la vida de
los AM, debido a que algunos autores refieren que los senectos que habitan en
areas rurales expresan tener una gran satisfaccién, observandose un efecto
indirecto del urbanismo en la insatisfaccion por la vida. ®

I11.4.1.Contaminacién ambiental.

Se ha reportado que los contaminantes ambientales comuinmente
encontrados en entornos urbanos como el ozono (O3), diéxido de nitrégeno (NO5)
y materiales particulados o en suspension (PM) provocan dafio oxidativo en las
biomoléculas, puesto que son potentes oxidantes directos o son activadores
indirectos de patrones de oxidacion intracelular, siendo los AM de los grupos mas
vulnerables a estos efectos.

I11.4.2. Tabaguismo

El humo de cigarro contiene mas de 3800 compuestos, incluyendo potentes
carcindgenos, y substancias formadoras de RL como la hidroquinona, el dafio



Joselyn Siria Reyes

oxidativo es debido a la accién de los radicales OH® formados durante la
disociacion de H,O;, por lo que diversos autores coinciden en que el humo del
cigarro induce dafio oxidativo al ADN en relativamente poco tiempo. " %8

111.4.3. Alcoholismo

Se ha descrito que el efecto dafiino del alcohol es debido a los altos niveles
del citocromo P450, sistema microsomal encargado de la oxidacién del etanol, ya
gue genera EROs durante el proceso oxidativo. La exposicion cronica al etanol
produce un incremento en la produccion del H,O, que puede reaccionar con iones
metalicos, como el Fe, generandose grandes cantidades de OHe que oxidan al
ADN. Por otro lado, la exposicion aguda al etanol incrementa el dafio al ADN
mitocondrial, pero parece no afectar la oxidacion del ADN nuclear ya que no afecta
los sistemas de reparacion.

I11.4.4. Sedentarismo

Se ha demostrado que en periodos de ejercicio moderado se generan RL
gue son neutralizados por la accion del sistema antioxidante, y también se ha
evidenciado que puede aumentar la esperanza de vida, sin embargo, una
actividad fisica o ejercicio extenuante puede aumentar los niveles de oxidantes
intracelulares porque aumenta la demanda de la actividad mitocondrial. "

De modo contrario, existe evidencia de que el sedentarismo es uno de los
factores que contribuyen a la apariciébn de enfermedades cronico-degenerativas
durante la vejez, ya que se ha relacionado con la enfermedad coronaria,
enfermedades cardiovasculares y con la obesidad.

111.4.5. Obesidad

Se ha encontrado que ancianos obesos tienen mas riesgo de tener dafio al
ADN que los no obesos, debido probablemente al tipo de dieta que tienen, rica en
grasas y xenobioticos y pobre en alimentos antioxidantes, puesto que se ha
comprobado que un equilibrio en estos componentes modifica el dafio oxidativo al
ADN. "

I11.4.6. Horas de suefio

El suefio es un estado fisiolégico activo en el que se llevan a cabo
funciones encaminadas a la recuperacion y reparacion de células, tejidos, 6rganos
y sistemas, de ahi que se ha sefialado que durante el suefio se incrementan los
niveles séricos de antioxidantes con el fin de eliminar el exceso de RL generados
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durante el estado de vigilia. Se ha evidenciado también, que la deprivacion de
suefio inducida disminuye los niveles de glutation en el talamo e hipotalamo,
demostrando el efecto antioxidante del dormir. 2

De ahi que, la comprension de todos los factores que contribuyen al EOx y
la relacion que existe con el DC y como intervenir sobre los mismos constituyen
actualmente temas de gran interés dado que tales declives se asocian a la
necesidad de mayores cuidados, por ello es necesario desarrollar métodos de
prevencion éptimos y diferentes formas de tratamiento mediante el fortalecimiento
del sistema antioxidante y el cambio de los hébitos del adulto mayor, con el fin de
proporcionarle una mejor calidad de vida.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversas investigaciones han reportado que el estilo de vida en un entorno
urbano ejerce diferentes efectos en el transcurso de la misma, asi se tiene que los
adultos mayores de la ciudad de México estan expuestos a mayor niumero de
factores de riesgo pro-oxidantes en comparacion con los que radican en zonas
rurales, y ésto se ha relacionado con la produccion en exceso de moléculas
reactivas y/o la deficiencia en los sistemas antioxidantes, que aunados al proceso
de envejecimiento pueden llevar a cambios fisiopatoldgicos en los AM, lo que
incrementa el riesgo para enfermedades cronico-degenerativas. En este sentido,
son escasos los estudios sobre la relacion del lugar de residencia y el EOx con el
deterioro cognitivo durante el proceso de envejecimiento. Por lo que nos
planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cudl es la relacion entre los marcadores de EOx con el deterioro cognitivo en
adultos mayores de un area rural vs. urbana?

23
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V. HIPOTESIS

Tomando en cuenta que el ambiente urbano es un factor pro-oxidante que
incrementa el estrés oxidativo, cuya alteracion bioquimica propicia dafio neuronal,
suponemos que los adultos mayores con residencia en el area urbana mostraran
mayor estrés oxidativo que los del area rural, asociado a deterioro cognitivo.

24
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VI. OBJETIVOS
VI.1. Objetivo General:

Determinar la relacion de los marcadores de EOx con el deterioro cognitivo
en adultos mayores del area rural vs. urbana.

VI.2. Objetivos especificos:

Evaluar los marcadores de EOx: dafio al ADN, lipoperéxidos plasmaticos,
actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT en AM con residencia en
un area rural vs. urbana.

Determinar la asociacion de EOx con el deterioro cognitivo en adultos
mayores.

25



Joselyn Siria Reyes

VI. MATERIAL Y METODOS
VIL.1. Tipoy poblacién de estudio.

Se llevé a cabo un estudio de tipo observacional, prolectivo, transversal y
comparativo en una poblacion de 135 adultos mayores de 60 afios y mas, 70 con
residencia en el area urbana (Los Reyes la Paz, Edo. de México) y 65 en el area
rural (Real del Monte, Hidalgo), por mas de 5 afios. Se incluyeron en el estudio los
adultos mayores sanos desde el punto de vista gerontoldgico, diagnosticados por
un médico geriatra y que firmaron el consentimiento informado.



Joselyn Siria Reyes

VII.2. Criterios de seleccidn:

>

Grupo de residencia urbana:

Inclusion:

Con residencia en Los Reyes la Paz, Edo. de México por mas de cinco
afnos.

Sexo indistinto, de 60 afios 0 mas.

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

Sin ingesta de antioxidantes: vitaminas A, C y/o E.
Exclusion:
Sujetos que no deseen participar en la investigacion.

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

Grupo de residencia rural:

Inclusién:
Con residencia en Real del Monte, Hgo. por mas de 5 afios.
Sexo indistinto, de 60 afios 0 mas.

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

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

Sujetos que no deseen participar en la investigacion.

Sujetos que presenten cualquier tipo de cancer y/o padecimientos psiquiatricos y/o
padecimientos afectivos severos.
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VII.3. Variables
e Estrés oxidativo.

Definicion: Desequilibrio bioquimico producido por las especies reactivas, medido
a través de dafio al ADN, niveles de lipoperdxidos y los sistemas antioxidantes
(enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT).

Nivel de medicién: Todas las mediciones serdn consideradas en dos niveles de
medicion:
-Escala de medicién cuantitativa, obteniéndose los valores cuantitativos de cada

una de las determinaciones descritas.

-Escala de medicién cualitativa, considerandose positivo a EOx cuando existe
alteraciones en los parametros, manejando como valores de corte los siguientes,
obtenidos de una poblacion de adultos jovenes de Actopan, Hgo.

LPO (umol/L) = 0.320

SOD (U/L) <170

GPx (U/L) < 5500

SOD/GPx >0.023

CAT (mmol/L) <0.90

Dario al ADN = 40% de migracion y/o = a 5 células con dafio.

e Lugar de residencia.

Definicion: Espacio en donde el individuo realiza sus actividades vitales, laborales,
sociales y de entretenimiento la mayor parte del tiempo.

Nivel de medicion: Escala de medicién cualitativa nominal: (i) urbana: poblacion
mayor de 15 000 habitantes, caracterizada por infraestructura de mamposteria,
trasporte motorizado y alto grado de industrializacioén; (ii) rural: poblacién menor a
2 500 habitantes, caracterizada por actividades agropecuarias, agroindustriales y
conservacion ambiental.

e Deterioro cognitivo:

Definicion: Déficit de capacidades intelectuales y de razonamiento de los
individuos medidos por pruebas de resolucién de problemas, a través del MMSE.
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Nivel de medicion: Las mediciones seran consideradas en dos niveles: (i)
cuantitativa continua: puntuacion del MMSE; (ii) cualitativa nominal:
considerandose positivo cuando la puntuacion del MMSE sea igual o menor a 23.

e Sexo.

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

Nivel de medicion: Tipo de escala cualitativa nominal: femenino o masculino.
e Edad.

Definicion: Tiempo cronoldgico transcurrido desde el nacimiento hasta la captacion
del senecto en el estudio.

Nivel de medicién: Tipo de escala cuantitativa discreta: afios cumplidos.
e Tabaquismo.
Definicion: Grado de dependencia a la nicotina en el momento del estudio.

Nivel de medicién: Tipo de escala cualitativa nominal, considerdndose como
positivo cuando fuma = 7 cigarros por semana.

e Ingesta de alcohol.

Definicion. Ingesta de alcohol en sus diferentes variedades (brandy, ron, tequila,
cerveza o vino de mesa) al menos en los Ultimos seis meses de iniciado el estudio.

Nivel de medicién: Tipo de escala cualitativa nominal, considerandose como
positivo cuando si ingiere bebidas alcohdlicas, mas de 2 copas o sus equivalentes
tres veces por semana 0 mas.

e Sobrepeso.

Definicion: Condicién fisica que implica que un individuo tiene un exceso de grasa
corporal con relacion a su talla y sexo, evaluada por medio del indice de masa
corporal (IMC).

Nivel de medicién: Tipo de escala cualitativa nominal: considerdndose como
sobrepeso cuando el IMC > 27 kg/m?.
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e Sedentarismo.

Definicion: Ausencia de ejercicio fisico habitual o que tiende a la ausencia de
movimiento.

Nivel de medicién: Tipo de escala cualitativa nominal: considerdndose como
positivo cuando no realiza actividad fisica.

e Horas de suefio.
Definicion: Nimero de horas de suefio por dia reportadas por el sujeto.
Nivel de medicidn: Tipo de escala cuantitativa discreta: horas.

e Escolaridad.
Definicion: Nivel educativo en afios cursados.

Nivel de medicion: Tipo de escala cuantitativa discreta: afios cursados.
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VIl.4. Técnicas:
VIl.4.1. Medidas antropométricas.

Cada individuo se peso utilizando la menor cantidad de ropa en una bascula
calibrada marca Torino. Para medir la talla, se coloc6 al adulto mayor con los
talones juntos, gluteos, hombros y cabeza en contacto con el estadimetro y la
mirada de frente. El IMC fue calculado dividiendo el peso entre la talla al cuadrado.
Las circunferencias de cintura y cadera fueron medidas con una cinta métrica sin
hacer ninguna presion sobre el cuerpo. Y el indice cintura-cadera fue calculada
dividiendo la medida de la cintura entre la medida de la cadera en centimetros.

VIl.4.2. Recoleccion de muestras y analisis bioquimico.

Se tomaron muestras sanguineas en tubos al vacio con EDTA y heparina
como anticoagulantes y sin anticoagulante, entre 7 — 9 am con un ayuno de 8
horas y se realiz6 la quimica sanguinea de 4 elementos con perfil de lipidos, como
parte del diagnostico de estado de salud. Para las determinaciones bioquimicas se
utilizaron reactivos comerciales de Randox Laboratories, Ltd.

VII.4.3. Evaluacioén de la funcién cognitiva.

El estado cognitivo se determiné en cada individuo, aplicando el test MMSE,
la puntuacibn maxima posible equivale a 30 puntos. Se considerd deterioro
cognitivo un puntaje < 23 puntos.

VIl.4.4. Marcadores de estrés oxidativo.

v' Dafio Oxidativo al ADN por Electroforesis Unicelular Alcalina (Ensayo
cometa).

Principio del andlisis: La técnica se realiz6 acorde a Singh (1988).” Las células
son embebidas en placas 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 de 20 minutos en
condiciones alcalinas (pH > 13) hace que el ADN dafiado migre. Las células con
dafio muestran un incremento en la migracion de ADN desde el ndcleo hacia el
anodo que es observado en un microscopio de fluorescencia posterior a una
tincion con bromuro de etidio.
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Preparacion de las laminillas: Se utilizaron portaobjetos esmerilados a los
cuales se les colocé una capa de 120 uL de agarosa regular (0.75% disuelta en
PBS libre de Ca*? y Mg*?) hasta que solidificaron. Posteriormente se mezclaron 20
uL de cada muestra de sangre heparinizada con 150 pL de agarosa de bajo punto
de fusion (0.5% disuelta en PBS libre de Ca*™ y Mg*?) en un tubo de eppendorf de
1.5 mL y se colocaron 75 uL de la mezcla sobre cada portaobjetos preparado con
la capa de agarosa regular e inmediatamente se cubrié con un cubreobjetos. Se
dej6 solidificar la preparaciéon a 4°C para después retirar el cubreobjetos y
enseguida se agreg6 otra capa de 75 uL de agarosa de bajo punto de fusién y se
dej6 solidificar nuevamente.

Lisis: Al retirar nuevamente el cubreobjetos de cada placa, estas fueron
sumergidas en una solucion de lisis fria (NaCl 2.5M, Na, EDTA 100mM, base-Tris
10 mM y Lauril-sarcosinato de Sodio al 1%, pH 10) y se refrigeraron a 4°C por 1
hora.

Desenrrollamiento y electroforesis: Las laminillas se colocaron en una
camara de electroforesis, que contenia una solucion amortiguadora (NaOH 300
mM y Na;EDTA 1mM, pH 13) permitiendo que el ADN se desenrolle por 20
minutos. (Este paso se realizé protegido de la luz). Posteriormente se ajustd la
fuente de poder a 25 volts y 300 mA para efectuar la electroforesis por 20 minutos
protegido de la luz.

Neutralizacion y fijacion: Una vez apagada la fuente de poder, las laminillas
fueron retiradas de la camara de electroforesis y se lavaron tres veces con una
solucion amortiguadora de neutralizacién (Tris 0.4 M, pH 7.5) durante 5 minutos.
Se elimind el exceso de neutralizador y las laminillas se sumergieron durante 5
minutos en metanol absoluto.

Tincién y observacion al microscopio: Las laminillas se tifieron con 50 uL de
bromuro de etidio cubriendo cuidadosamente con un cubreobjetos y se observaron
al microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion de 515 — 560 nm
utilizando un aumento de 40X, el mismo cuenta con un ocular graduado y
calibrado, con el cual se midi6 el diametro del nicleo y la longitud de la estela del
cometa de 100 células. Se establecid que existe dafio cuando la migracion de
ADN es mayor al 40% en relacién al diametro nuclear y/o cuando se tienen = 5
células con dafio.
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v Lipoperoxidacion (Método de acido tiobarbitarico [ TBARS ] modificado)

Principio del analisis: EI malondialdehido (MDA), considerado un marcador
de lipoperoxidacion, reacciona con el &cido 2-tiobarbitirico (TBA) con la
produccion de aductos de color rosa conocidos como sustancias reactivas al TBA
(del inglés TBA reactive substances, TBARS) que se miden
espectrofotométricamente a 532 nm. Durante la reaccién se incrementan los
TBARS por auto-oxidacion, agregando butiril-hidroxitolueno (BHT) se reduce la
formacion de lipoperdxidos in vitro.

Método: Se preparé una curva de calibracibn de MDA por hidrélisis de
tetrametoxipropano (TMP), a partir de una solucién 0.2 mM de TMP, como sigue:

Tubo MDA Solucién TMP H,0

pmol/L ML mL
Blanco 0 0 1.00
1 0.2 5 1.00
2 0.4 10 0.99
3 0.8 20 0.98
4 1.2 30 0.97
5 2.0 50 0.95
6 2.8 70 0.93
7 4.0 100 0.90

Las muestras sanguineas heparinizadas se centrifugaron a 3000 rpm
durante 5 min., se separd el plasma y se les agregd 10 pL de BHT en etanol
(5mmol/L).

Se colocaron 400 pL de plasma, 50 pL de BHT (12.6 mmol/L) y 400 pL de
acido orto-fosforico (0.2mol/L) en un tubo de 12 X 75 mm. mezclando en vortex
durante 10 seg. Posteriormente se adicionaron 50 yL de TBA (0.11 mol/L en
NaOH 0.1N). Después de agitacion vigorosa en vortex por 10 seg. se colocaron
los tubos tapados de las muestras y de la curva en un bafio metabdlico por 45 min
a 90°C. Al concluir el tiempo, los tubos se colocaron en un bafio de hielo por 5 min
para detener la reaccioén. Los TBARS se obtuvieron después de adicionar 1.2 mL
de n-butanol y 100 ul de de solucién saturada de NaCl en el tubo de reaccién, se
centrifug6 por 2 min. a 5000 rpm para obtener la fase de butanol que se ley6 a 535
nmy 572 nm para restar la interferencia de los reactivos.

Céalculos: Se construyd una grafica de absorcion vs. concentracion de TBARS,
utilizando la diferencia de absorcion entre las dos longitudes de onda y se
Interpolaron los resultados de los problemas en la grafica.
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Valores de corte:  Normales < 0.320 umol/L
Altos > 0.320 umol/L

v' Superéxido Dismutasa (Método cinético colorimétrico)

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

Xantina SOb - Acido drico _+__ Q.
INT Colorante forme—2-,
O, + 0O + 2H" 59 O + HaQ2

Método: Se tomaron 500 pL de una muestra de sangre total heparinizada y
se lavaron los eritrocitos con 3 mL de solucion salina fisiolégica (NaCl 0.9 %),
centrifugando durante 10 min a 3000 rpm después de cada lavado, repitiendo esta
operacion en 3 ocasiones. Se completd el paquete eritrocitario lavado con 2.0 mL
de agua bidestilada fria, se mezclé y dejé reposar durante 15 min. a 4° C. Del
lisado se tomaron 100 pyL y se diluyeron con 1.9 mL de una solucidon
amortiguadora de fosfatos pH 7.0 para tener una dilucion final 1:100.

Las determinaciones se llevaran a cabo en un equipo automatizado
utilizando reactivos comerciales de Randox Laboratories, Ltd.

Valores de corte:  Normal: valores > 170 U/L
Bajo: valores <170 U/L

v' Glutation Peroxidasa (Método cinético UV)

Principio del andlisis: La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacion del
glutation (GSH) por el hidroperoxido de cumeno. El glutation oxidado (GSSG) en
presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH es convertido en su forma
reducida con una oxidacién concomitante de NADPH en NADP®. Se mide la
disminucion de la absorciéon a 340 nm.

2GSH + ROOH °®™  NADRP'_+,2GSH + H,0

GSSG + NADPH + H+ GR NADP* ,+ 2GSH
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Método: Se diluyeron 50 uL de sangre total heparinizada con 1.0 mL de
soluciéon diluyente, se incubd por 5 min. para posteriormente afiadir 1.0 mL de
reactivo de Drabkin a doble concentracién. Las muestras se analizaron en los
siguientes 20 min. en un equipo automatizado utilizando reactivos comerciales de
Randox Laboratories, Ltd.

Valores de corte:  Normal: valores > 5500 U/L
Bajo: valores <5500 U/L

v’ Capacidad Sérica Antioxidante Total (Método colorimétrico reaccién con
ABTS)

Principio del andlisis; El cromégeno ABTS (2.2"-Azido-di-[3-etilbenzotiazolin
sulfonato]) se incuba con peroxidasa (metamioglobina) y H,O, para dar el radical
catibn ABTS". Este radical presenta una coloracion verde-azulada relativamente
estable que se mide a 600 nm. La presencia de antioxidantes en la muestra
produce una supresion de esta coloracion siendo proporcional a la concentraciéon
de antioxidantes.

HX-Fe" + H,0, X —{Fe’=8] + H0
ABTS + X-—[Fe"'=0] ABFS* +p HX — Fe "
Donde:

HX-Fe" = Metamioglobina
X —[Fe"' = 0] = Ferrilmioglobina
ABTS = 2.2°-Azino-di-[3-etilbenzotiazolin sulfonato]

Método: Para cada corrida se incluyd un tubo blanco, un estandar y una muestra
de control, los cuales fueron tratados igual que los problemas. Se colocaron 20 pL
de agua, estandar, muestra de control o problema en tubos de 12 x 75 mm
identificados, posteriormente se agregd 1.0 mL del reactivo cromégeno
(Metahemoglobina, 6.1 pmol/L; ABTS, 610 pymol/L), se mezcld bien y leyo la
absorcion a 600nm (A;). Después, se anadieron 200 pL del sustrato (H2O2, 250
pumol/L), se mezclo y se cronometrd para leer nuevamente la absorcion al cabo de
3 min. exactamente (A,).
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Célculos: Se calcul6 la diferencia de las absorciones (AA) para el blanco
(AB), el estandar (AE) y los problemas (AM): AA=A; - A

Se obtuvo el valor del factor (F): F =[Estandar]/ AB - AE
Concentracion de antioxidantes totales: CAT (mmol/L) =[AB-AM]F

Valores de corte:  Normal: valores > 0.90 mmol/L
Bajo: valores < 0.90 mmol/L

v" Razén SOD/GPx

Este pardmetro se obtuvo como resultado del cociente entre la actividad de
la enzima SOD vy la actividad de la enzima GPx, ambas en UJ/L.

Valores de corte: Normal: SOD/GPx < 0.023
Alto: SOD/GPx 2 0.023

v EOx

Para determinar si los sujetos presentaban EOXx, se obtuvo un indice, el
cual se calculé al dicotomizar cada uno de los parametros determinados, dando el
valor de 1 cuando las concentraciones estaban por arriba o por abajo del valor de
corte.

Para evaluar el grado de EOx se generd la siguiente escala:

indice: 0-1 Sin EOx
indice: 2-3 EOX leve
indice: 4-5 EOx moderado
indice: 6 EOXx severo

Finalmente se dicotomiz6 el indice para clasificar a los sujetos sin estrés o con
estrés, sin estrés cuando el indice estaba entre cero y tres y con estrés con
valores de cuatro en adelante.
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VII.5. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron empleando el paquete estadistico SPSS v15.
Se realizd el calculo de medidas descriptivas, frecuencias y porcentajes en las
cualitativas, media y error estandar en las cuantitativas, se aplico la prueba t de
Student y y® como pruebas comparativas. Adicionalmente se llevé a cabo un
andlisis de regresion logistica, calculando la razén de momios (RM) para
determinar la asociacion entre las variables con un intervalo de confianza al 95%.
Se considero significancia estadistica cuando p < 0.05.
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VIll. RESULTADOS
VIII.1. Parametros Bioquimicos, Antropométricos y Deterioro Cognitivo.

La descripcién de los parametros bioquimicos y antropométricos de la
poblacion de estudio se presenta en el cuadro VIII.1 por lugar de residencia,
donde se muestra valores similares en aproximadamente todos los parametros.

De igual forma, en el cuadro VIII.2 se presentan los mismos parametros
bioguimicos y antropométricos estratificados por lugar de residencia y por la
presencia de DC.

Utilizando como punto de corte en el MMSE < 23 para indiciar DC,
encontramos una frecuencia de dicho padecimiento del 14% (9/65) en sujetos que
residen en el area rural vs 17% (12/70) en los adultos que habitan en area urbana
(p>0.05) (Figura VIII.1).

VIIl.2. Marcadores de estrés oxidativo.

En el cuadro VIII.3 se observa que los AM del area urbana presentan
niveles de lipoperoxidos y una razén SOD/GPx mas altos que en el area rural
(0.327 £ 0.105 pmol/L vs 0.247 + 0.087 umol/L y 0.030 £ 0.010 vs 0.022 + 0.005,
respectivamente, p < 0.05); la capacidad antioxidante total, asi como los valores
de GPx se encuentran mas bajos en el area urbana con respecto al area rural
(0.790 = 0.145 mmol/L vs 1.045 + 0.260 mmol/L y 6379 + 2093 U/L vs 8320 + 2183
U/L, respectivamente, p < 0.05). En relacion al dafio oxidativo al ADN se observé
gue la migracién de dafo tanto del area urbana como la rural fue muy similar
(25.17 + 7.89 um vs 24.97 + 10.19 um).

En el cuadro VIIl.4 se presenta la descripcion de los marcadores de EOXx
por lugar de residencia, con y sin DC, donde se observa una diferencia
significativa en cuanto a la disminucion de la capacidad antioxidante total de los
AM del area rural con DC respecto a los AM sin DC (0.818 + 0.038 mmol/L vs
1.082 + 0.035 mmol/L, p<0.05). Se observa una tendencia de mayor EOx en los
sujetos que cursan con DC en comparacion con los que no lo presentan,
caracterizado por niveles mas elevados de lipoperéxidos y disminucion en la
capacidad antioxidante total, asi se tiene en el area urbana valores de LPO de
0.345 * 0.038 umol/L en sujetos con DC vs 0.324 + 0.013 umol/L en sujetos sin
DC, en el area rural se muestra una media en los niveles de LPO con DC de 0.290
+ 0.023 pumol/L vs 0.240 + 0.012 umol/L de AM sin DC.
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La media total de migracién de dafio al ADN, fue mas alta en los adultos
mayores con DC, 27.30 £ 2.78um del area urbana vs. 23.89 + 3.41um del area
rural.

Las frecuencias de los valores de EOx por lugar de residencia de AM con 'y
sin DC, se muestran en el cuadro VIII.5, donde se observa una significativa
diferencia en cuanto a la prevalencia de mayor EOx en los sujetos del area rural
con DC, el cual se ve reflejado por los valores elevados de LPO (56%) de los
sujetos con DC comparados con los sujetos de la misma area sin DC (21%), asi
mismo, el 89% de los sujetos de la misma area con DC presentan la capacidad
antioxidante total disminuida vs el 27% de los sujetos sin DC (p < 0.05).

De los 135 sujetos evaluados, el 42% que cursan con DC del area urbana
tienen una migraciéon de dafio al ADN > 40% vs. el 22% del area rural, aunque
dicha diferencia no es estadisticamente significativa.

VIII.3. Factores de riesgo para deterioro cognitivo.

En el cuadro VIII.6 se presentan los resultados del andlisis multivariado de
regresion logistica para determinar el posible efecto de las variables que podian
considerarse como confusoras en la asociacibn para conocer los que se
comportan como factores de riesgo para DC. Se encontrd6 que aquellos sujetos
con niveles significativamente bajos en la capacidad antioxidante total tienen un
mayor riesgo para DC (RM = 4.146, 1Cgs0, 0.839 — 20.500), asi como niveles bajos
de GPx y niveles altos de LPO (RM = 3.910, ICgss 0.530 — 28.826; RM = 2.060
ICo50, 0.556 — 7.635, respectivamente.)

En el mismo analisis se consideraron los factores pro-oxidantes de lugar de
residencia y estilo de vida, donde se obtuvo que una escolaridad de 0 a 3 afios
representa un riesgo para desarrollar DC (RM = 2.879, ICgsy 0.756 — 10.959),
seguido de habitos como fumar (RM = 1.812, ICgs0 0.105 — 31.265).
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Figura VIII.1. Frecuencia de DC por lugar de residencia en adultos mayores.

o
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Cuadro VIII.1. Descripcién de la poblacion de estudio por lugar de residencia. Promedio * error estandar.

PARAMETRO Area Rural Area Urbana
Edad (Afios) 70.4+0.8 69.0 + 0.8
indice de Masa Corporal (kg/m?) 28.12+0.48 29.37 £ 0.50
indice Cintura-Cadera 0.94 + 0.009 0.91 £ 0.010
Glucosa (mg/dL) 1095 109+4
Colesterol mg/dL) 209+ 4 2105
Triglicéridos (mg/dL) 156 + 8 170 + 10
HDL (mg/dL) 55 + 2 49 + 1

t de Student.
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Cuadro VIII.2. Descripcién de la poblacion de estudio por lugar de residencia de los adultos mayores con y sin deterioro
cognitivo. Promedio + error estandar.

] Area Rural Area Urbana
PARAMETRO Sin DC Con DC Sin DC Con DC
(n =56) (n=9) (n =58) (n=12)
Edad (Afos) 70.5+0.9 70.2+2.1 68.1+0.8 73.0+2.3
IMC (kg/m?) 27.89 + 0.49 29.60 + 1.59 29.22 + 0.56 30.13+1.18
ICC 0.93+0.010 0.98 + 0.019 0.90+£0.011 0.95 + 0.022
Glucosa (mg/dL) 106 + 4.0 129 + 26.6 110+ 4.7 104 + 4.3
Colesterol (mg/dL) 210+4.1 201 +7.4 212 +5.8 201 +£14.0
Triglicéridos (mg/dL) 158 +£8.9 145 + 26.3 164 £ 9.5 199 + 36.5
HDL (mg/dL) 54 + 1.4 66 + 6.0 50+ 1.4 47 + 4.0

DC = Deterioro cognitivo, IMC =indice de masa corporal, ICC = indice cintura-cadera.
t de Student.
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Cuadro VIII.3. Descripcion de los marcadores de estrés oxidativo por lugar de residencia de los adultos mayores.
Promedio + error estandar.

PARAMETRO Area Rural Area Urbana
Daiio al ADN
(Migracion en pm ) 2497 +1.26 25.17+0.94
Lipoperoxidos (LPO) 0.247 £ 0.011 0.327 + 0.013*
(umol/L)
Capacidad antioxidante total (CAT) 1.045 + 0.033 0.790 + 0.018*
(mmol/L) N R
Superoxido dismutasa 171.4+0.7 169.9 + 0.7
(U/IL) B B
Glutation peroxidasa 8320 + 271 6379 + 258*
(U/L)
Raz6n SOD/GPx 0.022 + 0.001 0.030 + 0.001*

t de Student, *p < 0.05.
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Cuadro VIII.4. Descripcion de los marcadores de estrés oxidativo por lugar de residencia de los adultos mayores con y
sin deterioro cognitivo. Promedio + error estandar.

] Area Rural Area Urbana
PARAMETRO SinDC Con DC Sin DC Con DC
(n=56) (n=9) (n=58) (n=12)

Dafio al ADN
(Migracion en um ) 25.14 + 1.37 23.89 + 3.41 24.73 +0.99 27.30 +2.78
Lipoperoxidos 0.240 + 0.012 0.290  0.023 0.324 + 0.013 0.345 £ 0.038
(umol/L)
Capacidad 1.082 + 0.035 0.818 +0.038" 0.787 0.021 0.806 + 0.034
antioxidante total
(mmol/L)
Superoxido 171+0.8 174 +1.2 170 + 0.8 171+1.2
dismutasa (U/L)
Glutation 8426 + 295 7664 + 665 6382 + 274 6360 + 766
peroxidasa (U/L)
Raz6n SOD/GPx 0.022 + 0.001 0.024 + 0.002 0.029 + 0.001 0.031 + 0.004

DC = Deterioro cognitivo.
t de Student. *p < 0.05.
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VIIL.5. Frecuencias de los valores de estrés oxidativo por lugar de residencia de los adultos mayores con y sin deterioro

cognitivo.
] Area Rural Area Urbana
PARAMETRO Sin DC Con DC Sin DC Con DC
(n=56) (n=9) (n =58) (n=12)

Dafio al ADN 13 (23%) 2 (22%) 16 (28%) 5 (42%)
Migracion > 40%
Lipoperéxidos 12 (21%) 5 (56%)* 22 (38%) 6 (50%)
> 0.320 umol/L
CAT 15 (27%) 8 (89%)* 45 (85%) 7 (78%)
< 0.90 (mmol/L)
SOD 22 (39%) 2 (22%) 27 (47%) 5 (42%)
<170 U/L
GPx 2 (4%) 1 (11%) 23 (41%) 5 (50%)
< 5550 U/L
Razén SOD/GPx 20 (36%) 5 (56%) 36 (64%) 6 (60%)
> 0.023

DC = Deterioro Cognitivo, SOD: Superdxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, CAT: Capacidad antioxidante total. x?,

*p <0.05,
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Cuadro VIII.6. Factores de riesgo para deterioro cognitivo en la poblacion de
estudio.

FACTOR RM IC 959 Valor de p
CAT
< 0.90 (mmol/L) 4.146 0.839 —20.500 0.081
GPx
< 5550 U/L 3.910 0.530 —28.826 0.181
Lipoperéxidos
> 0.320 pumol/L 2.060 0.556 — 7.635 0.280
SOD
<170 U/L 1.836 0.512 - 6.585 0.351
Dafio al ADN
Migracion > 40% 1.084 0.266 — 4.415 0.911
Razén SOD/GPx
> 0.023 0.745 0.162 — 3.419 0.705
Escolaridad
(0-3 afios) 2.879 0.756 —10.959 0.121
Tabaquismo
(= 7 cigarros/sem) 1.812 0.105 - 31.265 0.682
Sobrepeso
(IMC=27kg/m?) 1.471 0.399 — 5.428 0.562
Edad
(=70 afos) 1.326 0.383 — 4.595 0.656
Horas de suefio
(£ 6 horas) 0.502 0.108 — 2.322 0.378
Alcohol 0.318 0.035 -2.921 0.311
Sedentarismo 0.151 0.024 - 0.961 0.045*

SOD: Superéxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad
antioxidante total. Regresion logistica, R? = 0.293, p = 0.091
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IX. DISCUSION

Se ha descrito que el proceso de envejecimiento humano es un proceso
multifactorial, individualizado y caracterizado por un declive funcional conforme
avanza la edad, es asi, que se presenta una atrofia y disminucién fisioldgica
gradual en todos los tejidos y O6rganos, caracterizada por un decremento de la
respuesta homeostética, desencadenando dafio oxidativo que, acumulado en
macromoléculas y consecuentemente en células, incrementa la vulnerabilidad
para padecimientos cronico-degenerativos.

De ahi que el DC constituye uno de los trastornos psicobiolégicos de mayor
prevalencia en la vejez, cuya etiologia y fisiopatologia se ha asociado con el EOx,
el cual es determinado ademas del envejecimiento per se por factores ambientales
y psicosociales entre los que destacan los estilo de vida.

En este sentido, se ha sugerido que el ambiente urbano es considerado
como factor pro-oxidante que repercute negativamente sobre el estado de salud
del organismo, tomando en cuenta aspectos como que radicar en las grandes
urbes conlleva a un ritmo de vida acelerado y estresante y, por consiguiente,
existen desoérdenes alimenticios debidos a la ausencia de horarios establecidos
para la ingestion de alimentos y el tipo de alimentos que se consumen; asi como
las posibilidades de llevar a cabo algun tipo de ejercicio fisico disminuyen debido a
falta de espacios y tiempo para realizarlo, ademas de adoptar habitos de tipo
social como fumar, ingerir bebidas alcohdélicas, dormir menos horas al dia y, sobre
todo, la influencia de la contaminacién ambiental.

La presencia de estos factores se ha asociado a un incremento de EOX, en
donde los AM parecen ser los mas vulnerables a estos efectos con la consecuente
generacion de RL y por lo tanto a nivel neuronal estan expuestos a desencadenar
un mayor grado de deterioro cognitivo.

Es por ello, que el interés del presente estudio se enfocé en conocer la
relacion de EOx con DC, medido a través de marcadores biolégicos como el dafio
oxidativo al ADN, niveles de LPO y la evaluacion del sistema antioxidante en AM
de un area rural y urbana, con la finalidad de aportar conocimientos que permitan
generar estrategias encaminadas a intervenir o retardar la aparicion de
enfermedades incapacitantes.
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IX.1. Estrés Oxidativo.

Al comparar las medias de los valores cuantitativos de los marcadores de
EOx por lugar de residencia se observa que los adultos mayores del area urbana
muestran un incremento de EOX, caracterizado por niveles significativamente
elevados de LPO y de la raz6n de SOD/GPx (p<0.05), asi mismo se observa una
disminucion significativa en la capacidad antioxidante total y en la enzima GPx
(p<0.05). Respecto al ADN, se muestra una tendencia de mayor migracion de
dafio oxidativo al ADN en los sujetos del area urbana.

IX.1.1. Dafio oxidativo al ADN

Como ya se ha mencionado, los RL afectan a diversas macromoléculas,
incluyendo proteinas, lipidos y ADN, sin embargo, el dafio al ADN parece ser
especialmente importante en el proceso de envejecimiento. Los radicales
generados en la mitocondria, dada su vida media extremadamente corta, dafian
especialmente estructuras de la matriz mitocondrial, como el ADN, perturbando
aun mas la funciébn mitocondrial. Las mutaciones en el ADN mitocondrial, tanto
deleciones como mutaciones puntuales, se acumulan en el envejecimiento y se
expanden clonalmente, con las consecuentes alteraciones para la funcidon
celular.™

Al respecto, estudios recientes indican que la pérdida celular en las
enfermedades neuroldgicas puede ser el resultado del dafio mitocondrial, ya que
en estas enfermedades se liberan EROs que dafian los tejidos y activan las vias
de sefalizacion para dafiar neuronas vecinas, que aunado al envejecimiento trae
como consecuencia un déficit cognitivo.*®

En nuestros resultados, al comparar los promedios totales de migracion de
las estelas del cometa, considerando el ndcleo, no muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05), sin embargo, es posible observar una
tendencia a un mayor grado de dafio oxidativo al ADN en sujetos con DC en el
area urbana, comparados con los AM que cursan con DC del area rural.

Al respecto, existe evidencia que relaciona el dafio ADN con DC, debido a
gue se ha observado que la oxidacion del ADN podria dar lugar a alteraciones en
la transcripcion y traduccion de proteinas. Estos dafios pueden alterar la funcion
de las neuronas y finalmente conducirlas a la muerte, y de esta forma desarrollar
DC.18'19
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IX.1.2. Niveles de Lipoperoxidos

La oxidacion de lipidos puede causar disfuncion celular y en células
posmitéticas como las neuronas, la muerte. Es por ello que la peroxidacién de
acidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares, inicia un deterioro
acumulativo de las funciones membranales provocando disminucién en la fluidez,
reduccién en el potencial electroquimico y el aumento de la permeabilidad de la
membrana. *°

Nuestros resultados sugieren que el EOx esta relacionado con el DC, ya
gue en un segundo andlisis comparativo de los marcadores de EOXx, se observa
gue los sujetos que cursan con DC tanto del area rural como urbana presentan
niveles elevados de LPO, en comparacion con los que no lo presentan, de este
modo queda establecido que, ademas del efecto del padecimiento, esta
involucrada la influencia del lugar de residencia urbano.

Estos resultados concuerdan por estudios realizados por Markesbery y cols.
(2007)*? que han demostrado la oxidacién de los lipidos y ADN en mudiltiples
regiones del cerebro en pacientes con DC, lo que sugiere que el dafio oxidativo
esta involucrado en la patogénesis de la degeneracion de las neuronas. En
concordancia con Droge y cols. (2007)"° que describen que el envejecimiento del
cerebro se asocia con un progresivo desequilibrio entre las defensas antioxidantes
intracelulares y las concentraciones de EROs, como por ejemplo los aumentos en
los productos de la peroxidacion lipidica y la oxidacién de proteinas y ADN.

IX.1.3. Sistemas antioxidantes

De manera general, encontramos en nuestro estudio que la actividad del
sistema antioxidante es mas baja en el area urbana que en la rural, lo cual podria
constituir un factor de riesgo de EOx y en este caso mayor vulnerabilidad para DC.

Esto se confirma al hacer el andlisis de regresion logistica en donde
encontramos que aquellos sujetos con CAT baja tienen mas riesgo para
desarrollar DC independientemente del lugar de residencia.

Estratificando por lugar de residencia y por la presencia DC, se tiene que
los residentes del area rural muestran valores significativamente disminuidos
respecto a CAT (p<0.05) en los sujetos con DC comparados con los que no lo
presentan.

En el caso del area urbana, se aprecia que los que no presentan DC tienen
una CAT mas disminuida, esto debido probablemente a que el AM que radica en
el area urbana no sélo se enfrenta a los retos oxidativos que conducen a DC, sino
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que ademas se ve influenciado por el lugar de residencia, por lo que el organismo
en la lucha por lograr el equilibrio homeostatico ante la presencia de mayor
cantidad de RL aumenta la defensa antioxidante.

Con relacion a la actividad de las enzimas SOD y GPx, en los adultos
mayores de ambas areas es semejante (p>0.05), al respecto, Mecocci y cols.
(2000)’® observaron que la actividad de la SOD aumentaba proporcionalmente
durante el envejecimiento como respuesta compensatoria del organismo a la
elevacion del EOx conforme avanza la edad. Nuestros resultados demuestran una
deficiente capacidad antioxidante debida probablemente a la interaccion del adulto
mayor y la exposicion a los contaminantes ambientales, aunque es posible que se
deba al un proceso adaptativo a la contaminacion del aire relacionada con la edad.

En este sentido, existe evidencia de la importancia de la GPx para
mantener la homeostasis en respuesta al incremento de los LPO y que fue
demostrada por Laaksonen (1999)’ por lo que niveles bajos de GPx en los AM de
la ciudad de México, en comparacion con los de la zona rural, puede deberse a
una respuesta biolégica deficiente o a un procesos adaptativo por la gran
produccion de EROs, a causa de la contaminacién ambiental.

Cabe mencionar que la razén SOD/GPx como otro marcador que denota
EOX, es considerado como un indicador del dinamismo del sistema antioxidante
celular partiendo del concepto tedrico de que la SOD lleva a cabo el primer paso
antioxidante produciendo H,O; y la GPx es la encargada de la conversion de este
compuesto en H,0, de tal manera que una disminucion relativa de GPx lleva a un
incremento de H,0,, aun con actividad enzimatica normal. Esto es congruente con
nuestros resultados donde se muestra un incremento en la razén SOD/GPx en
sujetos que cursan con DC tanto del area rural como el area urbana comparados
con los que no presentan deterioro, acompafiados de una disminucion de GPx.

De este modo, nuestros datos sugieren que aunque el EOx esta
relacionado con el DC, residir en un area urbana no representa un riesgo relevante
para desencadenar DC, debido a un proceso gradual y adaptativo que van
desarrollando los habitantes de la ciudad de México por la estimulacion psicosocial
gue puede favorecer la formacion de nueves redes neuronales y mayor produccion
de neurotransmisores a través del proceso fisiolégico denominado hormesis. En
este sentido, la exposicién constante del adulto mayor a RL por contaminantes y
como consecuencia del estilo de vida de las grandes ciudades podria favorecer el
proceso adaptativo.’®

Al respecto se ha observado la existencia de un equilibrio arménico entre el
individuo y su entorno, inmerso en una interaccion dinamica que permite al
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hombre mitigar o contrarrestar las amenazas o retos de indole biolégico,
psicoldgico o social a través del mecanismo biolégico denominado alostasis, que
es una respuesta adaptativa del organismo ante las demanda o retos end6genos y
exégenos de la vida diaria para mantener la homeostasis. Sin embargo, este
mecanismo de adaptacion genera un costo, que afecta tejidos u érganos por una
sobreexpresion, ineficiencia, reaccion intensa o prolongada del organismo ante
agentes estresdgenos denominado carga alostatica.”

IX.2. Factores pro-oxidantes y estrés oxidativo como riesgo para deterioro
cognitivo.

En estudios con AM, es de particular interés conocer las variables del estilo
de vida que se comportan como pro-oxidantes, ademas del efecto del lugar de
residencia sobre el EOx, con el propésito de poder intervenir sobre éstos y asi
prevenir la fragilidad a padecimientos crénicos degenerativos.

Por esta razdn, se evaluaron en nuestros grupos de estudio la presencia de
dichos factores, como el tabaquismo, ingesta de alcohol, sobrepeso,
sedentarismo, horas de suefio del AM, considerando ademas la escolaridad y la
edad como posibles factores de riesgo para DC.

En el analisis multivariado de regresion logistica considerando todos los
marcadores de EOx y los posibles factores de confusion, se observé que los
sujetos con la CAT disminuida representa un mayor riesgo para DC, lo que
concuerda con lo reportado por varios autores que sugirieron la posibilidad de que
el aumento en el EOx puede provocar, al menos en parte, una disminucion relativa
en la actividad de las enzimas antioxidantes, caracterizada por una disminucién de
la actividad de peroxidasa GSH que en estudios realizados por Bernhardi y cols.
(2005) encontraron en el hipocampo y el hipotdlamo de ratas de edad avanzada;
asi como una disminucion en las actividades de enzimas SOD y catalasa. "* "

Se encontré6 ademas, que la escolaridad (de 0 a 3 afios) representa un
riesgo para DC. En este sentido, recientemente Konh y cols. (2008)%° sugieren que
las puntuaciones del MMSE para indicar DC, pueden variar dependiendo de la
edad, la educacion, el estado civil, e incluso la residencia en una zona urbana o
rural; lo cual concuerda por lo previamente reportado por Crum y cols. (1993)%,
guienes reportan que el rendimiento cognitivo medido por el MMSE varia en una
poblacién por edad y nivel de educacién. Del mismo modo Laks y cols. (2007)%
manejan el nivel educativo como uno de los posibles factores protectores frente a
la disminucién en funciones cognitivas asociada a la edad. EI mecanismo por el
cual este factor ejerce sus efectos positivos todavia no es totalmente conocido, por
lo que sugieren que la educacion podria tener de forma directa un efecto
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beneficioso sobre el establecimiento de los circuitos y funciones cerebrales en las
primeras etapas de la vida. Otro argumento es que la educacién promueve la
realizacion de actividades intelectuales a lo largo del ciclo vital, que contribuyen a
mantener la funcion cognitiva.

Por otro lado, el lugar de residencia urbano no representa un factor de
riesgo para DC. Esto contrasta con reportes previos realizados por Sanchez y
cols. (2006)** indicando que residir en un entorno urbano esta frecuentemente
asociado a estrés psicoldgico y a contaminacion ambiental, incrementandose el
EOx y de este modo considerar al mismo como un factor de riesgo para DC en
adultos mayores. Nuestros resultados sugieren, que radicar en la ciudad
incrementa el EOx en el individuo asociado a una adaptacion relativa al mismo, no
obstante el DC es mayor debido quizas a los aspectos psicosociales negativos
asociados a la residencia urbana. Considerando ademas que el EOx puede
relacionarse con DC debido a una respuesta antioxidante ineficiente y no sélo a
partir del incremento en RL, por lo que nuestros datos sostienen que el ambiente
promueve el estrés psicoldgico que se torna en EOXx, constituyendo entonces un
factor de riesgo para DC en adultos mayores.

Es asi que, para lograr un envejecimiento 6éptimo, gran nimero de trabajos
buscan identificar aquellas variables que puedan promover tanto la salud del
individuo como un adecuado funcionamiento cognitivo durante el envejecimiento.
De ahi que, existen evidencias sobre los factores que parecen potenciar un
envejecimiento mas satisfactorio a nivel cognitivo, y cuyos efectos estarian en
parte relacionados con la capacidad del sistema nervioso para la plasticidad a lo
largo de toda la vida. Entre los factores mas relevantes que se ha demostrado
juegan un papel destacado en el envejecimiento satisfactorio destacan: el estado
de salud, el ejercicio fisico, la educacion, la personalidad, la ocupacion y el estilo
de vida.

Aunque en nuestro estudio no solo se incluyeron individuos sanos, es
importante sefialar que el estado de salud (nimero de episodios de enfermedad,
enfermedades crénicas, participacion en ejercicio fisico) y actividades
relacionadas con la salud (por ejemplo, consumo de alcohol y tabaco)
correlacionan con funcionamiento cognitivo en la vejez.®® Por ejemplo, la ausencia
de enfermedades cardiovasculares y de otras enfermedades crénicas se ha
identificado como uno de los factores que reducen el riesgo de declive cognitivo en
edades avanzadas.®

Asimismo, los habitos dietéticos podrian desempefar ademas un papel
relevante en el nivel de funcionamiento cognitivo. Datos epidemioldgicos han
sugerido que un consumo mas alto de antioxidantes, (especialmente de f-
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carotenos) en la dieta puede proteger frente al deterioro cognitivo asociado a la
edad. ®

Por otro lado, la depresion y la ansiedad se han asociado consistentemente
con menor funcionamiento cognitivo.*® En diferentes investigaciones se ha
encontrado ademas una asociacion entre los marcadores de EOx y la depresion.
Al respecto Chalmers y cols. (2003)% proponen que el estrés psicolégico produce
un incremento del estado pro-oxidante, debido a la disminucion de la actividad de
una enzima clave en la maduracién del linfocito y el aumento en la sensibilidad de
los eritrocitos a los insultos oxidativos, contribuyendo a la deficiencia inmune
reportada en los pacientes deprimidos y Lesgards y cols. (2002)%® encontraron
gue, controlando por otros factores pro-oxidantes, el estrés psicolégico contribuye
a la disminucién de la capacidad antioxidante total en individuos clinicamente
sanos.

De aqui que, las relaciones entre salud, enfermedad, envejecimiento y
funcionamiento cognitivo son complejas debido a los muchos aspectos
metodolégicos que necesitan ser tomados en cuenta. No obstante, se ha
reportado que los AM sanos permanecen mas capaces a nivel cognitivo que los
gue sufren algun trastorno.

Indudablemente ningln ser humano estar4 exento de sufrir los cambios
estructurales, fisiol6gicos, bioquimicos y moleculares de determinan las
caracteristicas somaticas y mentales de la vejez. Los conocimientos alcanzados
hasta ahora de los mecanismos del envejecimiento permiten, sin embargo,
conocer algunas posibilidades de retardar la afeccién de las funciones cerebrales
motoras, sensoriales y cognitivas.

Con estos resultados pudimos dar respuesta al planteamiento del problema
en el cual se pretendia saber si existia relacion de EOx, medido a través de dafio
oxidativo al ADN, niveles de LPO vy la evaluacién de los sistemas antioxidantes
con el DC en una poblacion de adultos mayores del area rural vs. urbana,
confirmando que residir en las grandes urbes como lo es la ciudad de México
genera mayor EOXx, sin embargo dicha alteracién bioquimica no es suficiente para
propiciar deterioro cognitivo en la vejez, ya que esta afectacidbn cognitiva es
consecuencia de factores genéticos, bioguimicos y psicosociales.
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Finalmente, aunque el presente estudio es de tipo exploratorio y por lo tanto
no concluyente, nuestros hallazgos sugieren que el ambiente psicosocial urbano
puede propiciar una adaptacion psicobioldgica que permite optimizar las funciones
cognitivas a través de la formacion nuevas redes neuronales evitando el deterioro
cognitivo.
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X. CONCLUSIONES
Hipotesis:

Tomando en cuenta que el ambiente urbano es un factor pro-oxidante que
incrementa el estrés oxidativo, cuya alteracion bioquimica propicia dafio neuronal,
suponemos que los adultos mayores con residencia en el area urbana mostraran
mayor estrés oxidativo que los del area rural, asociado a deterioro cognitivo.

Conclusiones:

a. Se confirmo que el lugar de residencia urbano constituye un factor de riesgo
relevante para que los ancianos que residen en dicho ambiente presenten una
frecuencia y grado de estrés oxidativo significativamente mas alto que los
residentes del area rural.

b. Nuestros hallazgos sugieren que el estrés oxidativo asociado al lugar de
residencia urbano no es un factor determinante para el deterioro cognitivo en
la vejez, apoyando la propuesta de que los factores psicosociales (mayor
estimulacion) pueden favorecer la optimizacion de las funciones cognitivas a
través de la formaciéon de nuevas redes neuronales.
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XI. PERSPECTIVAS

Nuestros hallazgos apoyan la propuesta de que el EOx generado por el
ambiente urbano es contrarrestado por la estimulacion psicosocial a través de la
optimizacion de las funciones cognitivas, sin embargo, considerando que el
presente estudio es de tipo exploratorio, es necesario aumentar el tamafio de la
muestra y llevar a cabo estudios longitudinales para confirmar los resultados

Seria conveniente medir otros marcadores de EOx como el dafio oxidativo
al ADN por medio del aducto 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), ademas de
incluir pruebas neuropsicolégicas mas especificas, y de ser posible medicion de
neurotransmisores.

56



Joselyn Siria Reyes

XIl.

10.

11.

12.

13.

14.

REFERENCIAS

Harman D. The aging process: Major risk factor for disease and death. Proc Natl
Acad Sci USA. 1991; 88: 5360-63.

Zorrilla-Garcia AE. El envejecimiento y estrés oxidativo. Rev Cubana Invest
Biomed. 2002; 21: 178 — 85.

Ashok BT, Ali R. The aging paradox: free radical theory of aging. Curr Opin Clin
Nutr Metab Care. 2002; 5: 5-10.

Redolat R, Carrasco MC. ¢Es la plasticidad cerebral un factor critico en el
tratamiento de las alteraciones cognitivas asociadas al envejecimiento? Anales de
Psicologia. Espafia. 2004; 14: 45-53.

Sanchez-Rodriguez MA, Mendoza-Nufiez VM. Envejecimiento, enfermedades
cronicas y antioxidantes. México: FES ZARAGOZA; 2003. p. 5-33.

Rios-de Molina M. El estrés oxidativo y el destino celular. Quimica Viva 2003.
Disponible en: URL: www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar

Sanchez-Rodriguez MA, Santiago-Osorio E, Mendoza-Nufiez VM. Propuesta de
un constructo para evaluar integralmente el estrés oxidativo. Bioquimia. 2004; 29:
81-90.

Golden TR, Hinerfeld DA, Melov S. Oxidative stress and aging: beyond correlation.
Toxicol Lett. 1998; 28: 47-52.

Capote KR, Miranda EC. Estrés oxidativo y envejecimiento. Rev Cubana Invest
Biomed. 1999; 18(2): 67-76.

Pérez PLM. Estrés oxidativo: la paradoja del oxigeno. Rev Cubana Endocrinol.
2000; 11: 139-42.

Hernandez-Saavedra D, McCord JM. Evolucion y radicales libres. Importancia del
estrés oxidativo en la patologia humana. Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2007;
45(5): 477-84.

Knight JA. Free radicals: their presence in biological system. In: Free radicals,
antioxidants, aging, & disease. Washingtgon: AACC Press; 1999. P. 21-43.

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

Cabrera TC, Serrano DS. Algunos aspectos sobre el estrés oxidativo, el estado
antioxidante y la terapia de suplementacién. Rev Cubana Cardiol. 2000; 14 (1): 55-
60.



Joselyn Siria Reyes

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Van-Remmen H, Richardson A. Oxidative damage to mitochondria and aging.
Hematol Oncol Clin North Am. 2000; 14: 22-44.,

Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev.
2002; 82: 47-95.

Beristain-Pérez AS, Sanchez-Rodriguez MA, Ruiz-Ramos M, Mendoza Nuafez VM.
Estrés oxidativo como factor de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus,
osteoartritis o hipertension arterial en adultos mayores. Bioquimia. 2006; 31: 13-22.

Friedrich MJ. Scientists probe roles of mitochondria in neurological disease and
injury. JAMA. 2004; 23: 679-81.

Dorado-Martinez C, Rugerio-Vargas C, Rivas-Arancibia S. Estrés oxidativo y
neurodegeneracion. Rev Fac Med UNAM. 2003; 46 (6): 229-35.

Young IS, Woodside JV. Antioxidants in health and disease. Clin Pathol. 2001; 54:
176-86.

Biesalski HK. Free radical theory of aging. Free Radic Res. 2000; 32(3):189-98.

Markesbery WR, Lovell MA. Damage to lipids, proteins, DNA, and RNA in mild
cognitive impairment. Neurological Review. 2007; 64(7): 954-56.

Gutteridge JMC. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarker of tissue
damage. Clin Chem. 1995; 41: 1819-28.

Sanchez-Rodriguez MA, Retana-Ugalde R, Ruiz-Ramos M, Mufioz-Sanchez JL,
Vargas-Guadarrama LA, Mendoza Nufiez VM. Efficient antioxidant capacity
against lipid peroxide levels in healthy elderly of Mexico City. Envirom Res. 2004;
97: 322-29.

Bruce R, Troen MD. The biology of aging. Mount Sinai J Med. 2003; 70: 3-22.

Barja G, Herrero A. Oxidative damage to mitochondrial DNA is inversely related to
maximum lifespan in the heart and brain of mammals. FASEB J. 2000; 14: 312-18.

Stevnsner T, Thorslund T, de Souza-Pinto NC, Bohr VA. Mitochondrial repair of 8-
oxoguanina and changes with aging. Rev Med Chile. 1999; 127: 82-88.

Sastre J, Pallardo FV, Garcia de la Asuncion J, Vina J. Mitochondria, oxidative
stress and aging. Am J Crit Care. 2002; 11(6): 543-51.

VanGent DC, Hoeijmakers J, Kanaar R. Chromosomal stability and the DNA
doublé-stranded break connection. Nat Rev Genet. 2001; 2: 196-206.



Joselyn Siria Reyes

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Ames BN, Shigenago MK, Hagen TM. Oxidants, antioxidants, and degenerative
diseases of aging. Proc Natl Acad Sci USA. 1993; 90: 7915-22.

Borh V, Anson RM, Mazur S, Dianov G. Oxidative DNA damage processing and
changes with aging. Front Biosci. 2003; 8: 963-81.

Wallace SS. Biological consequences or free radical damaged DNA bases. Free
Radic Biol Med. 2002; 33: (1): 1-14.

Karanjawala Z, Lieber M. DNA damage and aging. Mec Aging Dev. 2004; 125:
405-16.

Retana-Ugalde R, Altamirano-Lozano M, Mendoza-Nufez VM. Dafio en el ADN
como posible predictor de fragilidad en el proceso de envejecimientos. Tépicos
Invest Posg. 1997; 5(3): 180-184.

Lenaz G. Role of mitochondria in oxidative stress and ageing. Biochim Biophys
Acta. 1998; 66: 53-67.

Cardozo-Pelaez F, Brooks PJ, Stedeford T, Song S, Sanchez-Ramos J. DNA
damage, repair, and antioxidant systems in brain regions: a correlative study. Free
Radic Biol Med. 2000; 28: 779-85.

Shibutani S, Takeshita M, Grollman A. Insertion of specific bases during DNA
synthesis past the oxidation damage base 8-oxodG. Nature. 1991; 349: 431-34.

Rundell MS, Elizabeth D, Plewa MJ. The comet assay: genotoxic damage or
nuclear fragmentation? Mutagenesis. 2003; 42: 61-67.

Hartmann A, Agurell E, Beevers C, Brendler-Schwaab S, Burlinson B, Clay P,
Collins A, Smith A, Speit G, Thybaud V, Tice R. Recommendations for conducting
the in vivo alkaline Comet assay. Mutagenesis. 2003; 18: 45-51.

Hiroshi Ide, Mitsuharu Kotera. Human DNA glycosylases involved in the repair of
oxidatively damaged DNA. Biol Pharm Bull. 2004; 27(4): 480-85.

Young, IS, Woodside JV. Antioxidants in health and disease. Clin Pathol. 2001; 54:
176-86.

Zamora SJ. Antioxidantes: micronutrientes en lucha por la salud. Revista Chilena
de Nutricion. 2007; 34: 3—-23.

Casado A. Niveles de superdxido dismutasa y catalasa en enfermedades del
anciano. Gac Med Mex. 1998; 134: 539-44.

Fang YZ, Yang S, Wu G. Free radicals, antioxidants and nutrition. Nutrition. 2002;
18(10): 872-79.



Joselyn Siria Reyes

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Amstad P, Moret R. Glutation peroxidase compensates for the hypersensitivity of
Cu-Zn-superoxide dismutase overproducers to oxidants stress. J Biol Chem. 1994;
269 (3): 1606-09.

Prior RL, Cao G. In vivo total antioxidant capacity comparison of different analytical
methods. Free Radic Biol Med. 1999; 31 (4): 499-508.

Lehotsky J, Kaplan P, Racay P, Matejovicova M, Drgova A, Mezegova V.
Membrane ion transport systems during oxidative stress in rodent brain: protective
effect of stobadine and other antioxidants. Life sciences. 1999; 65: 1951-58.

Terland O, Flatmark T, Tamgeras A. Dopamine oxidation generates an oxidative
stress mediated by dopamine semiquinone and unrelated to reactive oxygen
species. J Mol Cell Cardiol. 1997; 29: 1731-38.

Felten DL, Felten SY, Steece-Collier K, Date I, Clemens JA. Age-related decline in
the dopaminergic nigrostriatal system: the oxidative hypothesis and protective
strategies. Ann Neurol. 1992; 32: S133-S136.

Hirsch EC. Why are nigral catecholaminergic neurons more vulnerable tan other
cells in Parkinson’s disease? Ann Neurol. 1992; 32: S588-S593.

Migliore L, Coppedé F. Genetic and environmental factors in cancer and
neurodegenerative diseases. Mutat Res. 2002; 512: 135-53.

Rosenberg RN. Evolutionary time and human memory. JAMA. 2002; 288: 3045-
47.

Beer C, Richard MJ, Roussel A, Bonithon C. Systemic oxidative stress and
cognitive performance in the polulation-based Eva study. Free Radic Biol Med.
1998; 24: 1202-08.

Sanchez-Rodriguez MA, Santiago E, Arronte-Rosales A, Vargas-Guadarrama LA,
Mendoza-Nufiez VM. Relationship between oxidative stress and cognitive
impairment in the elderly of rural vs. urban communities. Life Sci. 2006; 78: 1682-
87.

Joshi S. Cognitive Impairment. Clin Med N Am. 2006; 90: 769-87.
Bennett DA. Mild cognitive impairment. Clin Geriatr Med. 2004; 20: 15-25.

Keller JN, Schmitt FA, Scheff SW, Ding Q, Chen Q, Butterflierd DA, Markesbery
WR. Evidence of increased oxidative damage in subjects with mild cognitive
impairment. Neurology. 2005; 64: 1152-56.



Joselyn Siria Reyes

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Reyes S, Beaman P, Garcia-Pefa C, Villa MA. Validation of a Modified Version of
the Mini-Mental State Examination (MMSE) in Spanish. Aging Neuropsychol Cog.
2004;11: 1-11.

Secretaria de Salud. Subsecretaria de Innovacion y Calidad. Mini examen del
estado mental (MMSE). Disponible en: URL:
http://dgplades.salud.gob.mx/2006/htdocs/hg/Nuevas/hc9.pdf.

Tratado multidisciplinar sobre la actividad cerebral, los procesos mentales
superiores y nuestro comportamiento. Test concretos de memoria. NG6:
Discapacidad. Disponible en: URL:
http://www.biopsicologia.net/fichas/page7410.html.

Seeman ET, McEwen SB, Rowe WJ, Singer HB. Allostatic load as a marker of
cumulative biological risk: MacArthur studies of successful aging. Proc Natl Acad
Sci. 2001; 98: 4770-75.

Hernandez Esquivel JC. La distribucion territorial de la poblacién rural. En:
Consejo Nacional de Poblacion. La situacion demografica en México 2003.
México. CONAPO; 2003. P. 63-75. Disponible en: URL:
http://www.conapo.gob.mx/publicaciones/2003/00.pdf.

Resano-Pérez E, Olaiz-Fernandez G. Las personas de 50 y mas afios. En:
Salgado de Zinder VN, Wong R (Eds). Envejecimiento en la pobreza. Género,
salud y calidad de vida. México: Instituto Nacional de Salud Publica; 2003. p. 23-
36.

Miller GT Jr. Poblacion, recursos, degradacion ambiental y contaminacion. En:
Ecologia y medio ambiente. México: Grupo Editorial Iberoamérica; 1994. p. 2-34.

Liang J, Warfel BL. Urbanism and life satisfaction among the aged. J Gerontol.
1993; 38: 97-106.

Vallejo M, Jauregui-Renaud K, Hermosillo AG, Marquez MF, Cardenas M. Efectos
de la contaminacion atmosférica en la salud y su importancia en la ciudad de
México. Gac Méd Méx. 2003; 139: 57-63.

Lee H-C, Lu Ch-Y, Fahn H-J, Wei Y-H. Aging and smoking associated alteration in
the relative content of mitochodrial DNA in human lung. FEBS Letters. 1998; 441:
292-96.

Leanderson P, Tagesson C. Cigarette smoke-induced DNA-damage; role of
hidroquinone and catechol in the formation of the oxidative DNA-adduct, 8-
hidroxydeoxyguanosine. Chem Biol Interact. 1990; 75: 71-81.



Joselyn Siria Reyes

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Brooks PJ. DNA damage, DNA repair, and alcohol toxicity-a review. Alcohol Clin
Exp Res. 1997; 21: 1073-82.

Gonzales-Chavez A, Becerra-Pérez AR, Carmona-Solis FK, Cerezo-Goiz IA.
Ejercicio fisico para la salud. Rev Mex Cardiol. 2001; 12 (4): 168-180.

Chen L, Bowen PE, Berzy D, Aryee F, Stacewicz-Sapuntzakis M, Riley RE. Diet
modification affects DNA oxidative damage in healthy humans. Free Radic Biol
Med. 1999; 26: 695-703.

D’Almeida V, Hipolide DC, Lobo LL, de Oliveira AC, Nobrega JN, Tufik S.
Melatonin treatment does not prevent decreases in brain glutathione levels induced
by sep deprivation. Eur J Oharmacol. 2000; 390: 299-302.

Singh NP, Danner DB, Tice RR, Pearson JD, Brant LJ, Morreli CH y Schneider EL.
Basal DNA damage in individual human lymphocytes with age. Mutat Res. 1991;
256: 1-6.

Bernhardi M. Rommy von. Envejecimiento: Cambios bioquimicos y funcionales del
sistema nervioso central. Rev Chil Neuro-Psiquiat. 2005. 43 (4): 297-304.

Droge W, Shipper HM. Oxidative stress and aberrant signaling in aging and
cognitive decline. Agin Cell. 2007; 6: 361-70.

Mecocci P, Polidori MC, Troiano L, Cherubini A, Cecchetti R, Pini G, Straatman M,
Monti D, Sthal W, Sies H, Franceschi C, Senin U. Plasma antioxidants and
longevity: a study on healthy centenarians. Free Radic Biol Med. 2000; 28: 1243—
48.

Laaksonen DE. Blood glutathione homeostasis as a determinant of resting and
exercise induced oxidative stress in young men. Redox Rep. 1999; 4: 53-59.

Bukowski JA, Lewis RJ. Hormesis and health: a little of what you Nancy may be
good for you. South Med J. 2000; 93: 371-74.

McEwen SB. Allostatic load, and the aging nervous system: Role of excitatory
amino acids and excitotoxicity. Neurochem Res. 2000; 25: 1219-31.

Kohn R, Vicente B, Rioseco P, Saldivia S, Torres S. The mini-mental state
examination: Age and education distribution for a Latin American population.
Aging & Mental Health. 2008; 12(1): 66-71.

Crum, Rosa M, Anthony, James C, Bassett, Susan S, Folstein, Marshal F.
Population-Based Norms for the Mini-Mental State Examination by Age and
Educational Level. 1993; 269(18): 2386-91.



Joselyn Siria Reyes

82. Laks J, Rubim-Baptista EM, Barros-Contino AL, Oliveira de Paula E, Engelhardt E.
Mini-Mental State Examination norms in a community-dwelling simple of elederly
with low schooling in Brazil. Cad. Saude Publica. 2007; 23 (2): 315-19.

83. Garfein AJ, Hersog AR. Robust aging among the young-old and oldest-old. Journal
of Gerontology. Social Sciences. 1995; 50: 577-87.

84. Schaie KW. The course of adult intellectual development. American Psychologist.
1994; 49: 304-313.

85. Meydani M. Nutrition interventions in aging and age-associated disease. Ann N 'Y
Acad Sci. 2001; 928: 226-35.

86. Teri L, McCurry SM, Logdson RG. Memory, thinking and aging. What we know
about what we know. Western Journal of Medicine. 1997; 167: 269-75.

87.Chalmers AH, Blake-Mortimer JS, Winefield AH. The prooxidant state and
psychologic stress. Environ Health Perspect. 2003; 111: A12.

88. Lesgards JF, Durand P, Lassarre M, Stricker P, Lesgards G, Lantaume A, Prost M,
Lehucher-Michel MP. Assessment of lifestyle effects on the overall antioxidant
capacity of healthy subjects. Environ Health Perspect. 2002; 110: 479-86.



Joselyn Siria Reyes

ANEXO

e




Joselyn Siria Reyes

Mini Examen Mental de Folstein

Objetivo: Establecer el diagndstico presuntivo de las funciones cognitivas.

Caracteristicas: Es una prueba psicolégica de tamizaje (diagnéstico probable)
validada en poblacibn mexicana, ampliamente utilizada en los ambitos clinico y
epidemioldgico.

Estructura: El cuestionario estd conformado por 30 preguntas integradas en 5
secciones (orientacion, registro, atencién y calculo, lenguaje, memoria diferida).

Tiempo aproximado de aplicaciéon: 15 minutos.

Material requerido: Formato de prueba impreso, lapiz, reloj, hoja de papel tamafio
carta en blanco, una tarjeta tamafio media carta en el que aparezca en el centro
con letra grande la instruccién “CIERRE LOS OJOS” vy al reverso el dibujo de los
pentagonos imbricados.

Espacio fisico recomendado: Se requiere un lugar tranquilo con privacia, una
mesa y dos sillas (una para el evaluador y otra para la persona que sera
evaluada).

Protocolo de aplicacion:

1. Expligue a la persona el objetivo y relevancia de la prueba: “le haré algunas
preguntas para evaluar su memoria, quiza algunas le parezcan muy
sencillas, sin embargo es muy importante que responda a todas”. “¢Esta
usted de acuerdo en participar?”.

2. Asegurese de que la persona no tiene problemas auditivos, visuales,
musculo-esqueléticos o cognitivos severos que le impidan escuchar, leer,
escribir o realizar movimientos.

Especifiquele a la persona el tiempo aproximado de la prueba.

Preguntele la escolaridad, si la persona tiene una escolaridad MAYOR DE
TERCER ANO DE PRIMARIA, apligue todo el instrumento, si su
escolaridad es nula o menor de tercer afio de primaria, NO APLIQUE LAS
SECCIONES de atencién y calculo (5 puntos) lectura (1 punto), escritura
(1 punto), dibujo (1 punto). Los 8 puntos de estas secciones seran
sumados al puntaje total que obtengan las personas con escolaridad baja o
nula.

5. Debe dar el tiempo suficiente para que la persona responda a cada una de
las preguntas.

No debe aprobar ni desaprobar las respuestas.

Debe apegarse al protocolo establecido en el instrumento.

> w

~No
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8. Elinstrumento debe ser llenado en su totalidad, revisado por el evaluador y
el supervisor y ambos deben anotar su nombre en el espacio
correspondiente.

9. Anote el puntaje total y el diagndstico probable.

Escala de evaluacion: En todos los casos, las respuestas correctas del sujeto se
califican con el nidmero 1 (uno), cuando sean incorrectas con 0 (cero); la
calificacion debe colocarse dentro de los paréntesis que aparecen a la derecha. Al
término de cada seccion, sume el nimero de respuestas y anote el resultado en el
paréntesis de la izquierda correspondiente a dicha seccién. Finalmente, sume
todas las calificaciones del lado izquierdo de cada apartado para obtener la
puntuacion total y anétela en el espacio destinado a la Calificaciéon Total que
aparece en la ficha de identificacion. 24 — 30 = Normal; menor o igual a 23 =
Deterioro cognitivo leve; menor o igual a 17 = Deterioro cognitivo severo.
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

MINI EXAMEN MENTAL DE FOLSTEIN (modificado)*

Clave:

Nombre:

Edad: Sexo: Fecha de evaluacion:

Escolaridad:

Calificacion Total:

Calificacion Calificacion (Asigne un punto por cada respuesta maxima obtenida

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

Después complete solo las partes omitidas;
formulando las siguientes preguntas:
¢En qué afo estamos?

¢En qué mes estamos?
¢, Qué dia del mes es hoy?

¢, Qué dia de la semana?

e e e

)
)
)
)
¢, Qué hora es aproximadamente? )

5 ( ) Pregunte: ¢(En donde nos encontramos ahora?
(Casa, consultorio, hospital, etc.) para obtener la
informacion faltante haga las siguientes preguntas:
¢En qué lugar estamos?

¢En qué pais?

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

(

N N N N N

¢En qué colonia, delegacién o municipio?

*Fuente: Reyes de Beaman S, et al. Aging Neuropsychol Cogn 2004; 11(1):1-11.
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Calificacioén
Maxima

3

Calificacioén
Maxima

Calificacioén
Maxima
3

Calificacioén
Maxima

Calificacion Registro
Obtenida

( ) Diga al sujeto la siguiente instruccion: “Ponga
mucha atencién, le voy a decir una lista de tres
objetos; papel, bicicleta y cuchara’, después
pida al sujeto: “Repita las palabras”.

Papel ()
Bicicleta ()
Cuchara ()

Calificacion (Asigne un punto por cada calificacién maxima
Obtenida Obtenida que sea correcta)
Atencién y Calculo

( ) Pida al sujeto: Reste de 7 en 7, a partir del 100.
“Fijese bien, se trata de contar para atras
restando 7 cada vez por ejemplo: 100-7 = 93; 93-
7 = 86.” Continle hasta que yo le diga que se
detenga. Deténgalo después de 5 substracciones
(no proporcione ayuda)

79 ()
72 ( )
65 ()
58 ()
51 ( )

Calificacion

Obtenida Evocacion

( ) Pida al sujeto: “Repita las tres palabras
gue le pedi que recordara”.

()

Papel ( )
Bicicleta (G
Cuchara

Calificacion

Obtenida Lenguaje

( ) Nombrar: Muestre al sujeto un reloj y
preguntele: ,Co6mo se llama esto? Repita
lo mismo con un lapiz.
Reloj ( )

Lapiz ()
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Repeticion: Diga al sujeto la siguiente instruccion:
“Le voy a decir una frase y repitala después de
mi. Solo se la puedo decir una vez asi que
ponga mucha atencién”. (diga lenta 'y
claramente):

“NI NO, NI SI, NI PERO”
(solo un ensayo) ( )

Comprensién: Coloque una hoja de papel
sobre el escritorio e indiquele al sujeto: “le
voy a dar algunas instrucciones, por
favor sigalas en el orden que se las voy a
decir. S6lo se las puedo decir una vez”.

“Tome este papel con la mano derecha,
déblelo por la mitad y déjelo en el suelo”
(Dé un punto por cada paso correctamente
ejecutado).

Tome este papel con la mano derecha
Doblelo por la mitad

Déjelo en el suelo

Lectura: Muestre al sujeto la instruccion
escrita en la tarjeta: “Cierre los ojos”. Pida
al sujeto:

N~
— N

“Por favor haga lo que dice aqui”. ( )

CIERRE LOS OJOS

Escritura: Presente al sujeto una hoja en
blanco. Pidale: “Escriba en este espacio,
un pensamiento que sea unaoracion
con sentido”, que tenga sujeto y verbo (no
proporcione ayuda)
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Calificacion Calificacion
Maxima Obtenida

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

Puntaje total

Marque con una X el diagnéstico probable.
[ ] 24-30 puntos = Normal
D Igual o menor de 23 = Deterioro cognitivo leve

D Igual o menor de 17 = Deterioro cognitivo severo

Evaluador(a):

Supervisor(a):
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