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. RESUMEN.

Antecedentes: El sindrome metabdlico (SM) es una de las alteraciones que se
presenta con mayor prevalencia en la vejez en nuestra poblacion, ya que uno de
cada dos ancianos lo presenta. Asimismo, el estrés oxidante (EOx) es una de las
consecuencias del SM, incrementando el riesgo para presentar enfermedades
cronicas no trasmisibles, tales como la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares e incluso enfermedad de Alzheimer. En éste sentido, el
envejecimiento per se cursa con mayor EOx y dafio oxidativo al ADN aunados a
un proceso inflamatorio crénico (PIC) denominado “inflamm-aging”, lo cual
incrementa la vulnerabilidad para la presencia de enfermedades cronicas.
Asimismo, una de las modalidades de ejercicio fisico moderado que se ha
promovido para las personas adultas mayores es el Tai Chi, del cual se ha
observado que la practica periddica de dicha actividad tiene un efecto benéfico
sobre el EOx, PIC y dafo oxidativo al ADN, no obstante se desconoce si dicho
efecto también se presenta en adultos mayores con SM.

Objetivo: Determinar el efecto de la practica del Tai Chi sobre marcadores
biolégicos de EOx, PIC y dafio oxidativo al ADN en adultos mayores con SM.
Método: Se llevdé a cabo un estudio experimental, en una poblacion de 118
ancianos con SM (segun los criterios del ATP IIl), conformado por los siguientes
grupos: (i) n= 37, grupo control; (ii) n= 48, grupo Tai Chi; (iii) n= 33 ejercicio
moderado. Se realizaron mediciones antropométricas y bioquimicas a todos los
participantes. Se determinaron la concentracion de lipoperéxidos (LPO), actividad
de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx),
capacidad antioxidante plasmatica total (CAT) y se calcul6 la brecha antioxidante
(GAP), la razén SOD/GPx y el indice de estrés oxidativo (I-EOx). También se
midieron como marcadores de inflamacién las interleucinas (IL) 6, IL-8, IL-10 y
factor de necrosis tumoral-a. (FNT-a), por el método de citometria de flujo y
proteina C reactiva (PCR) de alto rango cuya determinacion es turbidimétrica, se
estimoé el dano al ADN por medio del ensayo cometa (electroforesis unicelular
alcalina). Todas las mediciones se realizaron pre y post intervencién. Los grupos
de Tai Chi y ejercicio moderado, llevaron a cabo el entrenamiento durante 5 dias
a la semana, en sesiones de 50 minutos, durante 6 meses, bajo la supervision de
un instructor capacitado. El grupo control no realizé ejercicio fisico constante
durante el mismo periodo. Los datos se sometieron a un analisis de varianza de
medidas repetidas y %2, con el paquete estadistico SPSS V.15.0.

Resultados: Se observé un incremento significativo en la actividad de la CAT en
el grupo que practicé Tai Chi (pre-intervenciéon, 1.03+0.04 vs. post-intervencion,
1.2840.02 mmol/L, p<0.001). También, en este mismo grupo se presentd una
disminucion significativa en el |-EOx (pre-intervencion, 2.28+0.2 vs. post-
intervencion, 1.11+0.1, p<0.001). Respecto a los marcadores de PIC, también se
observo una disminucion de la concentracion de IL-8 (pre-intervencion, 3.6 + 0.3
vs. post-intervencion, 1.6 + 0.2 pg/mL, p<0.001) en el grupo de personas que
practicaron Tai Chi aunada, a una disminucion significativa en el numero de
células con dano oxidativo al ADN.

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que la practica de Tai Chi tiene un
efecto antioxidante y antiinflamatorio en ancianos con SM, caracterizado por un
incremento de la CAT y por una disminucion en la concentracion sanguinea de
IL-8.
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ABSTRACT

Background: Metabolic syndrome (MS) is one of the changes that occur with a
greater prevalence, for instance one in every two old Mexican adults suffer from
MS. Oxidative stress (OxS) is one of the consequences of MS, increasing the risk
for other chronic diseases such as type 2 diabetes, cardiovascular disease and
even Alzheimer's disease. In this sense, per se aging has a higher OxS and
oxidative DNA damage combined with a chronic inflammatory process (CIP)
called "inflamm-aging"”, which increases the vulnerability to the presence of
chronic diseases. Likewise, one of the methods of moderate physical exercise that
has been promoted for the elderly is Tai Chi, which has been observed that the
regular practice of physical activity has a beneficial effect on chronic oxidative
stress, inflammatory process and oxidative damage to DNA, however it is
unknown whether this effect also occurs in elderly adults with MS.

Objective: To determine the effect of the practice of Tai Chi on biological markers
OxS, CIP and oxidative DNA damage in elderly adults with MS.

Methods: A experimental study was carried out in a group of 118 elderly subjects
with MS (according to criteria ATP Ill) the participants were divided into three
groups: (i) n= 37 control group, (ii)) n= 48 Tai Chi group, (iii) n= 33 moderate
exercise group. All participants underwent anthropometric and biochemical
measurements. Additionally were measured the plasma lipid peroxides (LPO),
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), total antioxidants
status (TAS), antioxidant gap (GAP), the ratio SOD/GPx, and OxS score. Along
with the markers of inflammation the interleukin, IL6, IL-8, IL-10 and tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) by cytometric flow, and C-reactive protein (CRP) by
turbidimetry. The oxidative DNA damage was determined by the comet assay. All
measurements were performed pre and post-intervention in all subjects. The last
two groups carried out the assigned physical activity during six months in sessions
of 50 minutes on weekdays under the supervision of a qualified instructor. The
control group did not performed constant physical activity during the same period
of time. The data were analyzed using a Repeated Measures (ANOVA) and y?,
using SPSS V.15.0.

Results: Statistically it was found in the experimental group a significant increase
in TAS (pre-intervention 1.03+0.04 vs post-intervention, 1.28+0.02 mmol/L,
p<0.001) whereas a significant decrease in OxS score (pre-intervention, 2.28+0.2
vs. post-intervention, 1.11+0.1, p<0.001). In regarding inflammatory markers,
levels of IL-8 were meaningfully lower in the group that practiced Tai Chi
compared with the control group (pre-intervention 3.6 + 0.3 vs. post-intervention,
1.6 + 0.2 pg/mL, p<0.001).

In particular it was found a significant decrease in the number of cells with
oxidative DNA damage in the group that practiced Tai Chi.

Conclusion: Our findings suggest that practicing Tai Chi has an antioxidant and
anti-inflammatory effect in elderly patients with MS, characterized by an increase
in the TAS and a significant decrease in the blood concentration of IL- 8.
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lIl. INTRODUCCION.

Nuestro pais esta cursando por una transicion demografica, propiciando un
incremento en la proporcion de la poblacion de adultos mayores. Asi mismo, este
cambio demografico se asocia con una transicion epidemiolégica caracterizada
por un incremento proporcional de las enfermedades crénicas no trasmisibles
(ECNT), ya que en este grupo de poblacién presenta una alta prevalencia e
incidencia de ECNT, tales como la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension arterial,
las dislipidemias y el sindrome metabdlico (SM).

El SM agrupa alteraciones clinicas y bioquimicas que tienen en comun la
resistencia a la insulina, y se manifiesta por trastornos en el metabolismo de los
lipidos, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa y obesidad visceral. Asi
mismo, se ha observado que el SM favorece la generacion de radicales libres por

lo que se relaciona con el estrés oxidante (EOXx).

Por otro lado el envejecimiento cursa con un incremento del EOx y un proceso
de inflamaciéon crénica denominado ‘"inflammaging", cuyas alteraciones
constituyen un factor de riesgo para la presencia y complicaciones de ECNT de
alta prevalencia durante el envejecimiento y la vejez, incluyendo las alteraciones
del SM y sus componentes.

Entre las alternativas propuestas para lograr un envejecimiento saludable y un
control del SM, destacan la adopcion de estilos de vida saludables tales como
una alimentacién baja en grasas y rica en frutas y verduras con alto contenido de
agentes antioxidantes, asi como la practica periddica de ejercicio moderado. En
este sentido, se ha demostrado que el ejercicio fisico moderado como la caminata
y el Tai Chi son modalidades de ejercicio seguro para los adultos mayores. Al
respecto, se han realizado estudios que demuestran que la practica periédica de
Tai Chi tiene un efecto antiinflamatorio y antioxidante, ademas de ser seguro por
caracterizarse por extrema lentitud y suavidad en los movimientos. Sin embargo
no existen evidencias consistentes de éstos efectos benéficos en viejos que
cursan con SM, por tal motivo el propdsito del presente estudio fue determinar el
efecto de la practica del Tai Chi por adultos mayores con sindrome metabdlico,
sobre algunos marcadores bioldgicos del estrés oxidante, proceso inflamatorio

cronico y dafo oxidativo al ADN.
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IV. MARCO TEORICO.

IV.1. Sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico, o de resistencia a la insulina, fue descrito en
1988 por Reaven' como el sindrome X, que se define como un conjunto de
alteraciones bioquimicas y clinicas caracterizados por la resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertension arterial y obesidad. Afecta a la cuarta
parte de la poblacién mayor de 40 afios.?
Se manifiesta principalmente por alteraciones en el metabolismo de los lipidos
(particularmente concentraciones bajas de HDL colesterol, altas de triglicéridos y
apoproteina B), hipertension arterial, intolerancia a carbohidratos, hiperglucemia
en ayuno y obesidad visceral. Actualmente se han agregado otros componentes
que incluyen hiperuricemia, microalbuminuria, hiperferritinemia, elevacion de
fibrindgeno, esteatosis hepatica no alcohdlica, esteato-hepatitis no alcohdlica e

hiperhomocisteinemia.

Aunque los componentes del SM se consideran en conjunto, es muy
probable que exista una interaccién causal entre ellos, es decir que mientras
algunos de los componentes pueden ser la causa del sindrome, otros
probablemente sean la consecuencia de los primeros. Por lo anterior, es posible
que exista una secuencia temporal en la aparicion de los distintos componentes,

segun sea la relacion causa-efecto entre ellos. 3-°

Diversos grupos han propuesto diferentes definiciones del sindrome
metabdlico, como son la de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la del 3er
Panel para el Tratamiento de Adultos (ATP lll), la del Programa Nacional de
Educacién en Colesterol (NCEP), la del Grupo Europeo de Estudio de la
Resistencia a la Insulina (EGIR), la de la Asociacion Americana de
Endocrindlogos Clinicos (AACE) y la de la Asociacion Americana del Corazén
(AHA).469

Para el diagndstico del SM en un paciente, las definiciones de los grupos
mencionados requieren de la presencia de varios criterios clinicos y bioquimicos.
Los criterios de la OMS identifican los casos mas avanzados, por lo que en

México se considera que resulta mas practico utilizar los criterios del ATP Il
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(Cuadro IV.1.1) y se sugiere que en estudios epidemioldgicos y de investigacion
clinica se utilicen dichos criterios para definir éste sindrome?3. Dado que, segun
los criterios del ATPIIl para diagnosticar que un paciente presenta el sindrome
metabdlico requiere valores de corte menores en casi todos los criterios

diagndsticos'®, en nuestro estudio se utilizaron los criterios del ATP IIl.

Cuadro IV.1.1 Criterios del 3er Panel para el Tratamiento de Adultos (ATP Ill)

Criterios de diagnostico para sindrome metabdlico

Obesidad abdominal:
Circunferencia de cintura

e Hombres > 102 cm

e Mujeres > 88 cm
Triglicéridos = 150 mg/dL
HDL-Colesterol

e Hombres <40 mg/dL

e Mujeres < 50 mg/dL
Presion sanguinea = 130/85 mmHg
Glucosa en ayuno (8 horas) = 110 mg/dL

Criterio clinico: Debe tener tres de los cinco criterios sehalados

Las causas del SM no se conocen, pero se postulan tres posibles
etiologias: la obesidad, alteraciones en el metabolismo del tejido adiposo con
resistencia a la insulina y una constelacién de factores independientes (moléculas
de origen hepatico, vascular, inmunoldgico, etc.) que intervienen en la aparicion
de componentes especificos del SM. Otros factores como el envejecimiento, un
estado proinflamatorio y cambios hormonales también pueden contribuir a su

desarrollo.?

IV.1.1 Sindrome metabdlico y envejecimiento.

En México hay una mayor prevalencia de SM en personas de 50 y 60 afios de
edad. Al respecto, Aguilar-Salinas informd una prevalencia ajustada por edad de

26.6% utilizando los criterios del NCEP-ATPIIl, en personas de 20 a 69 anos de
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edad, provenientes de la encuesta nacional de salud (ENSA) 2000. ' Asi mismo,
Rojas et al. (2010), informd que segun la ENSA de 2006 utilizando los mismos
criterios, existe una prevalencia del 56.3% en mexicanos de 60 afios y mas,
ademas de que la prevalencia es mayor en mujeres (42.2%) que en hombres
(30.3 %).'? Mientras que en un estudio de Diabetes de la ciudad de México se
informd una prevalencia del SM con base en los criterios del NCEP-ATPIII de

39.9 y 59.9 % para hombres y mujeres, respectivamente. '3

Aunque no existe una definicion universal sobre en que momento una
persona empieza a envejecer, en general, se acepta que la vejez inicia al final de
la adultez (alrededor de los 45 afios). Por consenso internacional se acepta
catalogar como ancianos a aquellos individuos mayores de 65 afios en paises
desarrollados y a individuos mayores de 60 afos en paises en desarrollo, como
es el caso de nuestro pais, en donde por disposicion oficial se les ha catalogado

como adultos mayores (AM).14

En la Unidad de Investigacion en Gerontologia de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, se define al envejecimiento “‘como un proceso
gradual y adaptativo, que se caracteriza por la disminucion de la respuesta
homeostatica, debida a las modificaciones morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas
y psicoldgicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste
acumulado ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del

individuo en un ambiente determinado”.'®

Esta definicion se apoya en el enfoque tedrico de la alostasis (Allostasis) o
proceso de adaptacidon ante retos o desafios estresantes. Esta teoria establece
que el organismo responde de manera activa ante amenazas o retos estresantes
con el fin de mantener la homeostasis, sin embargo, el mecanismo de respuesta
adaptativa denominada alostasis, representa un costo biolégico, por lo que,
cuando ocurre en forma repetida, propicia una carga alostatica (Allostatic load),
haciendo menos eficiente el proceso y favoreciendo la apariciéon de
padecimientos infecciosos y cronico-degenerativos 920 incluyendo los

relacionados con el SM.
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Respecto al envejecimiento, es necesario mencionar que la teoria de los
Radicales Libres (RL), una de las mas conocidas y aceptadas para explicar este
proceso, fue propuesta por Denhan Harman en 1956 2'-28, Dicha teoria propone
que la acumulacion de dafio oxidante en las macromoléculas, favorecido por una
inadecuada proteccion contra los RL que se derivan del metabolismo aerdbico
normal, ocasiona un deterioro funcional progresivo de células, tejidos y érganos
siendo éste el principal mecanismo endogeno que da origen al
envejecimiento?®®, en otras palabras, el envejecimiento es producido por el
incremento de radicales de oxigeno enddgeno generados en las células y cuya
acumulacién produce un dafio irreversible a las biomoléculas.3! Esta teoria puede
explicar también, la forma en que los organismos pierden la habilidad para
mantener la homeostasis en la ultima etapa de la vida, incrementando asi, la
vulnerabilidad a enfermedades crénico-degenerativas como: DM, ateroesclerosis,
Alzheimer, artritis reumatoide y cancer, entre otras.?832-3*Ademas existe otra
teoria que asume que no es una causa unica la que da origen al envejecimiento y

puede modificarse por factores genéticos y ambientales.33

El proceso de envejecimiento se altera cuando estan presentes enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares, ademas de que se incrementa el riesgo de
enfermedad con la edad. Muchas condiciones predisponentes se incrementan
durante el envejecimiento como son la obesidad, resistencia a la insulina,
inflamacion, cambios en el eje hipotalamo-hipdfisis, estrés e hipertension, lo cual
contribuye al incremento de la prevalencia de SM. Ademas de que en el
envejecimiento, el desarrollo de la resistencia a la insulina y enfermedades

cardiovasculares parecen estar exacerbados.3%3"

En un estudio realizado por Passos et al. en el 2007, se demostré que las
células senescentes presentan mayor nivel de EROs y dafio oxidativo al ADN, lo
que refuerza la teoria de que en las enfermedades metabdlicas existe una
incesante produccion de radicales libres y por consiguiente un ambiente oxidativo
que a su vez conduce a la disfuncién mitocondrial y pérdida de la homeostasis
celular. Este argumento ha sido fuertemente usado como una base para entender
el deterioro psicoldgico relacionado con la edad y ha dado lugar a la propuesta

que sugiere que la mitocondria es el reloj bioldgico del envejecimiento celular.®®

5
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Es por ello que se ha sugerido un papel importante al EOx mitocondrial en el
desarrollo y mantenimiento del SM. También se ha propuesto que una elevada
produccién de EROs de la cadena respiratoria en la mitocondria actua como una
sefial de senescencia acelerada. Bajo estas condiciones y aunado a una
sobrealimentacion e inactividad fisica tipica en quienes cursan con SM, una
cronica sobreactivacion de las vias de sefalizacion redox, pueden contribuir a la

senescencia (Figura IV.1).40

Inadecuado estilo
de vida

§

Obesidad Hipertension | (Hiperglucemia) { Dislipidemia
visceral

Resistencia
ala
insulina

[ Sindrome metabolico ]

!

[ Envejecimiento :l

Figura IV.1 Relaciéon entre la produccion de EROs, envejecimiento y sindrome
metabdlico. (Tomado de Bonomini, 2015)%
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IV.2. Radicales libres.
Un radical libre es un atomo o molécula que tiene un electron no apareado en su
ultimo orbital, por lo que su configuracién espacial es inestable, altamente
reactivo y su capacidad para combinarse inespecificamente es alta. Debido a que
para estabilizarse necesita obtener un electron, actua sobre otras moléculas de
las cuales obtiene el electrén. Este hecho resulta en un dafio de esa molécula.
Cuando se trata de biomoléculas celulares se puede afectar la fisiologia de la
célula al oxidar los lipidos de membrana, los carbohidratos, las proteinas y el
ADN, lo que representa uno de los mecanismos de dario del EOx. 28 3132

Sin embargo, es importante aclarar que los RL son componentes de la
fisiologia celular e incluso tienen un papel fundamental en la homeostasis del
organismo, por ejemplo, en los mecanismos inmunoldgicos, en la regulacion del
tono vascular y agregacion plaquetaria, en la tension de oxigeno en la ventilacion
pulmonar, en la produccion de eritropoyetina, asi como en la transduccion de

sefales mediado por receptores de membrana en varios procesos fisioldgicos.*!

IV.2.1 Formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs).
Las especies reactivas de oxigeno enddgeno son generadas en la célula durante

el catabolismo de lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos.*?

El oxigeno (O2) es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los
organismos aerobicos, ya que participa en diversas reacciones de oxido-
reduccion como aceptor de electrones. Durante la sintesis de ATP por la cadena
respiratoria mitocondrial, el O2 sufre oxidaciones/reducciones sucesivas lo que da

origen a RL intermedios y finales definidos como EROs.

Los RL se generan de manera continua durante el catabolismo, la respiracion
celular, en las reacciones donde intervienen enzimas de la familia de las NADPH
oxidasas asociadas al metabolismo del acido araquidénico como la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, el citocromo P450 y como respuesta a la
exposicion a agentes exdégenos como los rayos UV, radiaciones ionizantes, el
ejercicio excesivo, entre otros.3? 41-43

La produccion excesiva de radicales libres contribuye al desarrollo de desérdenes

que se presentan durante el envejecimiento. El exceso de radicales libres

7
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también esta implicado en el desarrollo de enfermedades degenerativas vy
autoinmunes. 33

Una de las moléculas mas susceptibles de ser transformadas, es el Oz y aunque
es fundamental para la vida, muchas reacciones en las que participa generan RL,
de ahi, que también se considera como una molécula potencialmente téxica. La
reduccion del Oz involucra cuatro electrones y genera tres EROs: anion
superéxido (O27*), perdxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo (OH*) que es

el que tiene mayor poder oxidante.3? 4243 (Figura IV.2.1).

+1e+2H ' +1e4+2H

+1e
@2%0 ——>H,0 %DH +OH™ ————>2H,0

Figura IV.2.1.1 Pasos de la reduccion de oxigeno molecular a agua y la generacion

de tres especies reactivas de oxigeno

El H202 no es un radical libre, pero cae en la categoria de EROs por ser un
compuesto intermediario en la formacién de los RL. En presencia de metales de
transicidn, principalmente el hierro (Fe?*), se descompone y produce el radical

hidroxilo (OH*), por medio de la reaccion de Fenton (Figura IV.2.1.2).32 42,43

Fe(ll)+ H,0, — 5 OH" + OH™ + Fe(lll)

Figura IV.2.1.2 Reaccion de Fenton que involucra la presencia de sales ferrosas

El O2* reduce algunos quelatos férricos, lo que da origen a la formacion de
OH°. A la reaccién condensada entre Oz y H20z, sin los intermediarios del hierro,

se denomina reaccién de Haber-Weiss (Figura IV.2.3).32 43
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2+
Fe

0, +H,0, — 5 OH +0OH ™ +0,

Figura IV.2.1.3 Reaccion de Haber-Weiss catalizada por hierro.

IV.2.2. Especies reactivas de nitrégeno y radicales libres organicos.

El nitrégeno también forma RL como el 6xido nitrico (NO*) y el didxido

nitrico (NO2°*), denominadas especies reactivas del nitrégeno (ERNs).4 44

Los radicales OH*, O2~* y NO* reaccionan con las biomoléculas, lo que origina RL

organicos menos reactivos que las EROs.

El OH* reacciona con los carbonos centrales de las moléculas en forma RH,
convirtiéndolas en radicales (R*), éste RL carbono-central reacciona rapidamente
con el oxigeno formando el radical peroxilo (ROO*®) que es mas estable y puede
tomar parte en otras reacciones para producir radicales alcoxilos (RO*®). De la
misma manera, los atomos de azufre en forma de compuestos sulfhidrilo (RSH)
también pueden ser convertidos en RL formando radicales tiol (RS*). Asi, el O2*

reacciona con el NO* para formar el peroxinitrito (ONOQ~).32:44

Algunos autores sugieren que las EROs participan en la sefalizacién y regulacién
celular, normal y patoldgica. Por su alto caracter oxidante se les considera como
productos téxicos del metabolismo que pueden potencialmente ocasionar dafo

en lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN.414%
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IV.2.3. Daio oxidativo a biomoléculas.

Aunque las proteinas son menos susceptibles al ataque de los RL, al ser
oxidadas por éstos se fragmentan y se unen entre si dando lugar a
entrecruzamientos que dan como resultado la pérdida de la funcionalidad de la
proteina. También se han observado enrollamientos erroneos de estructuras
secundarias o pérdida de la conformacién de estructuras terciarias y cuaternarias,

reacciones espontaneas de glucosilacion, etc.#6-49

Los efectos de los RL sobre los carbohidratos se concentran en las
reacciones de glucosilacion con proteinas.*® La glucosilacién involucra la
interaccion no enzimatica entre los azucares reductores, principalmente glucosa,
con los grupos amino de las proteinas lo que da lugar a las bases de Schiff, las
que a su vez presentan un rearreglo molecular y forman cetoaminas o
compuestos de Amadori. Este proceso ocurre en varias semanas, por lo que
afecta a proteinas de larga vida como colageno, queratina, elastina, entre otras.
Estos productos glicosilados en presencia de Oz y Fe(ll) forman productos de
fragmentacion que posteriormente se condensan formando los Illamados
productos finales de glucosilacion avanzada (AGEs, Advanced Glycosylation end-

products).47-50

También el ADN puede ser dafiado por EROs, a nivel tanto nuclear como
mitocondrial. Se ha estimado que el ADN mitocondrial (ADNm) puede ser dafado
oxidativamente unas 10 veces mas que el ADN nuclear (ADNn), debido a que en
la mitocondria se lleva acabo el metabolismo aerdbico y el material genético de
que se encuentra en la mitocondria esta en constante contacto con las EROs,
ademas de que el ADNm no tiene histonas protectoras y sus mecanismos de

reparacion son incompletos. °1-53

Las EROs también pueden causar entrecruzamiento de proteinas y ADN,
intercambio de cromatides hermanas, dafo a la estructura de desoxirribosa-
fosfato y oxidacion de las cuatro bases nitrogenadas, 4%’ lo que produce
mutaciones. La oxidacion de la desoxirribosa puede inducir liberacion de bases y

rompimiento de cadena sencilla de las hebras de ADN.4% %7

10
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Sin embargo, de todas las biomoléculas que son atacadas por los RL, los lipidos
de la membrana celular son los mas susceptibles. Las membranas celulares son
ricas en acidos grasos poli-insaturados que son facilmente oxidables por un
proceso llamado lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica (LPO). Este proceso
dafa directamente a la estructura de la membrana e indirectamente a otros
componentes celulares por la produccion de aldehidos reactivos.

En la lipoperoxidaciéon se describen tres momentos: iniciacién, propagaciéon y
terminacién. En la iniciacién un acido graso poliinsaturado es atacado por un RL
(OH*, RO* o ROOQO*®) que sustrae un atomo de hidrégeno (H*) de un grupo
metileno, ésta sustraccion deja un carbono central desapareado. El radical sufre
un rearreglo molecular para formar un dieno conjugado que, después, se combina
con O2 para formar un ROQ®*, éste nuevo RL puede, a su vez, sustraer un atomo
de hidrogeno de otro acido graso y asi se propaga la reaccion.

La peroxidacion continua hasta que el sustrato se termina o se presenta un

antioxidante para romper la secuencia de la propagacién#+46 (Figura IV.2.2.1).

La extensa lipoperoxidacion en las membranas celulares causa 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. De la misma forma, fragmentos de acidos grasos que
contienen tres 0 mas ligaduras dobles, pueden producir malondialdehido (MDA) y
la presencia de éste producto puede ser cuantificado por reaccién con al acido

tiobarbiturico para producir color. 46

11
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Acido Graso R
poliinsaturado 1 (RH) ¢

R\/\/=\/\ COOH 93 R \/\/=v\/\/coon

Radical peroxilo (ROO) Dieno conjugado
+

W

Acido graso 2 (R'H)

—— / COOH + 'R

\/\/_\/_\/\/COOH
H

Hidroperoxido (ROOH) R'

Figura IV.2.2.1 Reaccién de lipoperoxidacion.

IV.3. Sistema antioxidante.

Todos los organismos aerdbicos poseen sistemas de defensas
antioxidantes, que les permiten prevenir la formacién de moléculas oxidantes y
reparar el dano oxidativo a los tejidos y biomoléculas. Un antioxidante es un
conjunto de moléculas que en concentraciones menores que los sustratos
oxidables retardan o inhiben la oxidacién de los lipidos, las proteinas, los
carbohidratos y el ADN. 46.58

Existen diversas clasificaciones para los antioxidantes pero una de las mas
utilizadas con fines de investigacién en humanos, agrupa a los antioxidantes en
funcion de: la prevencion del EOx, limitacion o neutralizacién del EOx vy

reparacion del dafio molecular por EOx (Figura IV.3.1).59:60

12
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| Sistemas Antioxidantes |

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

' |
| @ Enzimas
@ @ reparadoras

€ ST

Lipidos
Figura IV.3.1 Clasificacion de los sistemas antioxidantes. Superdxido dismutasa
(SOD), Glutation peroxidasa (GPx), Catalasa (Cat), Albumina (Alb), Bilirrubina (Bilir),
Vitamina E (Vit E), Vitamina C (Vit C).

Proteinas
atrapadoras
demetales

Melatomna

Proteinas

Antioxidantes primarios

El mecanismo inicial de proteccion, esta formado por el grupo de los
antioxidantes primarios. Este grupo esta formado por la superoxido dismutasa
(SOD), la glutation peroxidasa (GPx), catalasa (Cat), la albumina y las proteinas

atrapadoras de metales.®°

Las enzimas antioxidantes contrarrestan el efecto de las EROs. La SOD
acelera la dismutacion del ién O2~ a H202 y oxigeno (Figura 1V.3.2). Al
producirse H202, aumenta la lipoperoxidacion y el dafio celular.®® En el humano
existen tres formas de SOD: la citosodlica (CuZnSOD), la mitocondrial (MnSOD), y
la extracelular (EC-SOD).61-63

Otro mecanismo, es la descomposicion enzimatica del H202 e
hidroperéxidos. La Cat y la GPx actuan en cooperacion en la conversion del H202
en agua (Figura IV.3.2). El H20O2 sobre el que actuan la GPx y la Cat, no sélo
proviene de la actividad de la SOD, sino también de otras reacciones

metabodlicas.? 64, 66,67

13
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La GPx es una proteina que contiene selenio en su sitio activo. Se localiza
en el citoplasma y la mitocondria, cataliza la oxidacién del glutatién reducido
(GSH) a glutatién disulfuro (GSSG) (Figura 1V.3.2).54

La Cat se encuentra en el citosol y los peroxisomas y contiene un grupo
hemo responsable de su actividad catalitica. Cataliza la reaccion de

descomposicion del H20: (Figura 1V.3.2).56. 67

0,” + 0,7 + 2H* % H,0, + O
H,0, + 2 GSH —SEX_3 GSSG + 2 H,0
2 HO, —2L3 2 H,0 + O

Figura IV.3.2 Actividad de las enzimas antioxidantes.

El balance entre la actividad de estas enzimas es determinante para la
resistencia de las células contra el dafio oxidativo. Si la actividad de SOD esta
disminuida con respecto a la actividad de GPx y Cat, se favorece la acumulacion
de ion O2™ que es toxico para las macromoléculas. Una actividad incrementada
de SOD con respecto a la actividad de GPx y Cat puede favorecer la
sobreproduccién de H202, el cual es responsable de la generacién de otras
EROs. 6668

La albumina es la mas abundante de las proteinas séricas y tiene
funciones de antioxidante primario pero también de antioxidante secundario. Mas
del 35% de la actividad antioxidante del plasma se debe a la albumina, ° la cual
liga iones cobre y de éste manera inhibe la lipoperoxidacion y la formaciéon de
OH*, ambos dependientes del cobre. Aunque estas reacciones ocurren en la
superficie de la proteina, debido a su alta concentracién plasmatica y su rapido
recambio, el dafio que le ocasiona es muy bajo. Por ello, se previenen reacciones

de oxidacion en otras biomoléculas.??
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La lactoferrina, transferrina, ferritina y ceruloplasmina son proteinas
atrapadoras de metales cuya funcién es secuestrar iones metalicos como hierro y
cobre, y asi evitar que se encuentren disponibles para la formacién de radicales

hidroxilo. 70

Antioxidantes secundarios

Este grupo incluye a las vitaminas A, C, E y componentes plasmaticos
como la bilirrubina, el &acido urico, la melatonina y los estrégenos. Los
antioxidantes secundarios limitan o neutralizan el EOx ya que actian en
compartimientos hidrofébicos o hidrofilicos eliminando, atrapando y estabilizando
a las EROs ya formadas que han escapado de la primer linea de defensa
antioxidante. De ésta manera inhiben la iniciacion o propagacién de las
reacciones en cadena en las que estan involucradas, limitando su efecto nocivo

sobre moléculas blanco.”’

Antioxidantes terciarios

Si los primeros dos sistemas antioxidantes no han sido eficientes y las
biomoléculas son oxidadas, la tercera linea de defensa la componen los sistemas
de reparacion.

Dentro de este grupo estan las enzimas reparadoras de lipidos como las
fosfolipasas, glutation transferasas y acetiltransferasas, que comienzan a reparar
en la membrana celular y actian en forma de cascada, una tras la otra.®?
También las proteinasas, proteasas y peptidasas, que actuan sobre las proteinas
y las exo y endo-nucleasas, glicosilasas, polimerasas y ligasas, que intervienen
en la reparacion del ADN.5%65 Este tipo de antioxidantes se encargan de reparar
las lesiones producidas en las biomoléculas oxidadas, restaurandolas a su

conformacion nativa.

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

enzimas y compuestos antioxidantes como medios de proteccion.’?
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IV.4. Estrés oxidante.

El estrés oxidante se define como el desequilibrio bioquimico propiciado
por la produccién excesiva de especies reactivas (ER) y RL que provocan dafio
oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas

antioxidantes.?®

La produccidon de especies oxidantes es equilibrada por los sistemas
antioxidantes, lo que contribuye al mantenimiento de la homeostasis. Los
problemas se generan al perderse el equilibrio.

Si hay una marcada disminucion de la produccion de EROs se afecta la defensa
inmunoldgica celular y las reacciones involucradas en la generacion de energia
en la mitocondria, asi como los procesos fisiologicos donde es indispensable la
accion de los RL.

Si el incremento de las EROs no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes, se desarrollara el EOx. Esto propicia el desarrollo de algunas
enfermedades y sus complicaciones, ademas de ser una caracteristica del

envejecimiento (Figura IV.4.1).26-28

Segun Finkel y Holbrook 7 mientras exista equilibrio entre los antioxidantes y las
ER generadas, éstas ejerceran sus funciones normales en el mantenimiento de la
homeostasis y el crecimiento. Sin embargo, un desequilibrio en cualquiera de los
dos sentidos favorece el desarrollo de enfermedades y alteraciones, si se
incrementan las especies oxidantes se favorecen enfermedades croénicas y el

proceso de envejecimiento.”
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Fuentes endogenas Defensas Fuentes exogenas
Mitocondria Antioxidantes Luz UV
Peroxisomas SOD, GPx, CAT Radiaciones
NADPH oxidasa Vitaminas Ambiente
. 0 .
ONOO RO
Menos H,O, @ NO, Mas
Oy ~ NO
OH
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Defecto en la funcion ; Defecto en la funcién
N Homeostasis SO
fisiologica ~ - fisiologica
Defecto en el Metabolismo y
sistema Crecimiento Envejecimiento | | Enfermedad
de defensa normal

Figura IV.4.1 Estrés oxidante, homeostasis y enfermedad (Tomado de Finkel y
Holbrook, 2000)™.

IV.4.1. Marcadores biolégicos del estrés oxidante.

Los danos causados por el estrés oxidante pueden ser evaluados por el

estudio de biomarcadores sanguineos.

Lipoperoxidacion

El aumento de la concentracion de lipoperoxidos, es un buen marcador de dafo
oxidativo a lipidos. En el proceso de lipoperoxidacion se genera una variedad de
productos relativamente estables, principalmente aldehidos reactivos a,f-
insaturados, tal como MDA, 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), 2-propenal e
isoprostanos, los cuales pueden ser cuantificados en suero y en orina como una
medida indirecta del EOx.5” EI MDA, es considerado el mejor marcador de
peroxidacion lipidica y se determina por medio del método del acido tiobarbiturico
(TBA) en el que se forman complejos MDA-TBA, llamados TBARS (del inglés
thiobarbituric acid reactive substances), los cuales son cuantificados

espectrofotométricamente’®.
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Actividad del sistema antioxidante
Se mide con la actividad de la SOD, la GPx y la relacién SOD/GPx, los cuales

estiman la actividad antioxidante intracelular.”™

La eficiencia del sistema antioxidante extracelular se evalua por la
capacidad antioxidante plasmatica total (AT) y la capacidad antioxidante residual
o brecha antioxidante (GAP).”* La AT evalla la actividad acumulada de todos los
antioxidantes plasmaticos. La GAP se calcula restando a la AT, la concentracion
de albumina y acido urico, lo cual refleja la actividad de antioxidantes plasmaticos
como la vitamina A, el acido ascérbico, a-tocoferol, la bilirrubina, haptoglobulina y

transferrina. 8970

Oxidacion de proteinas

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

Dario al ADN

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

Este método presenta ciertas ventajas: posee una alta sensibilidad en la
deteccidon de bajos niveles de dano al ADN, requiere de pequefas cantidades de

células, es de bajo costo y facil de llevar a cabo 7> 76

En dicho método, las células son embebidas con agarosa en una placa

que es lisada en altas concentraciones de sales y detergentes para después
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aplicar un campo eléctrico en condiciones alcalinas, que permitira al ADN danado
desenrollarse desde el nucleo hacia el anodo para formar la cola de un cometa

que indicara la cantidad de dafio producido en esa célula.”’

También, se ha empleado Ila cuantificacion de la 8-hidroxi-
2’desoxiguanosina (8-OHdG u 8-oxodG) como marcador de EOx. Cuando el ADN
oxidado es reparado, se forman productos de reparacién solubles en agua que
son excretados por la orina. Estos productos urinarios oxidados incluyen bases
libres y desoxinucledsidos (como la 8-OHdG) que pueden reflejar la extension del
dafio en el organismo. Para la determinacion de dichos compuestos se requieren
muestras obtenidas por métodos no invasivos, ademas de que existen métodos
para su determinacion como el HPLC (del inglés, high-performance liquid
chromatography), GC-MS (del inglés, gas chromatography-mass spectrometry) y
ELISA.78 79

Otras mediciones para determinar el dafio en el ADN incluyen el acortamiento de

telomeros y la presencia de satélites en los cromosomas, entre otras.%780

IV.5. Sindrome metabdlico, estrés oxidante y dafio al ADN.

En los ultimos afios se ha relacionado al EOx con muchos padecimientos,
ya que las ER y los RL favorecen la presencia o complicaciones de
enfermedades como la aterosclerosis, varios tipos de cancer, procesos
inflamatorios, diabetes mellitus (DM), resistencia a la insulina, sindrome
metabdlico, etc. ElI mecanismo fisiopatoléogico de estos padecimientos, se
relaciona con el aumento en las alteraciones de la biomoléculas, producidas por
las ER y los RL. 294181

En el 2004, Furukawa et al.®? realizaron un estudio en donde observaron
que en el tejido adiposo de ratones y humanos obesos aumenta la concentracion
de EROs y disminuye la expresion de enzimas antioxidantes lo que nos sugiere
que el aumento de EOx en la grasa acumulada es un indicador precoz del

sindrome metabdlico. &2
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Otro estudio realizado en 2005 en personas con SM y sin SM, se encontro
que hay una menor concentracién de antioxidantes plasmaticos y un aumento de

EOx en las personas que cursan con SM, que en personas sin SM. 83

En éste sentido, Abdilla et al.”* publicaron un estudio realizado con 187
hipertensos, de los cuales 127 padecian SM. Determinaron el nivel de EOx
midiendo enzimas antioxidantes (GPx, SOD y CAT), las especies reactivas se
determinaron por medio de subproductos de la lipoperoxidacion y dafio al ADN.
Concluyeron que la presencia de indicadores del SM contribuyen al aumento de

EOx y pueden generar un aumento en la presion sanguinea. "

También se sabe que la concentracidn de lipoproteinas es mayor en
pacientes obesos; y en personas obesas con SM aumenta el estrés oxidante y
los marcadores de la carga inflamatoria, lo que aumenta el riesgo de enfermedad

cardiaca coronaria y cerebro-vascular en adultos con SM.8

En nuestro pais, Beristain-Pérez et al.® realizaron un estudio con AM de la
ciudad de México donde sus resultados sugieren que el EOx constituye un factor
de riesgo para enfermedades cronico-degenerativas especialmente para DM e

hipertension arterial.®

Por otro lado, se sabe que las macromoléculas estan expuestas
constantemente tanto a danos extrinsecos como intrinsecos. Por ejemplo, las
EROs que se producen durante el metabolismo normal celular son las principales
especies que causan dafo intrinseco, particularmente por la respiracion
mitocondrial. Cuando la produccion de EROs excede la capacidad antioxidante,
puede causar dafio oxidante a las macromoléculas incluyendo el ADN.% E|I ADN
es la molécula que contiene la informacién privilegiada de la célula y el ADN
mitocondrial, en particular, debe durar toda la vida, es por ello que el dafio al ADN
representa una amenaza para el funcionamiento celular. 87 Esta demostrado que
el dafno al ADN esta asociado con la DM y que en estos pacientes existe un

mayor dafio que en aquellos que no son diabéticos, ademas se ha observado
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una correlacion positiva entre el dano al ADN y varios parametros que integran al
SM_88, 89

Las células responden al estrés genotoxico por la activacion de una
cascada conocida como “respuesta de dafio en el ADN” (RDA), ésta es una parte
fundamental del envejecimiento celular y de una compleja red comprometida con
los factores de reparacion de dafio al ADN y reguladores del ciclo celular.®®
Muchas proteinas estan involucradas en la reparacion del ADN entre las que
destacan la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) y su sustrato esencial el
dinucleotido de nicotinamida adenina (NAD*) son criticos en el proceso de

reparacion luego del dafio oxidativo.®’

Por otro lado, en los mamiferos la ingesta caldrica y los cambios
postprandiales regulan la esperanza de vida celular a través de una compleja
combinacion de procesos que incluye el metabolismo del oxigeno reducido y en
consecuencia la produccidon mitocondrial de EROs. EIl estado proinflamatorio que
existe en el SM originado por la ingesta excesiva de calorias, es probablemente
el resultado de la sobre nutricion.®? La ingesta excesiva de macronutrientes
conlleva a un estado de EOX en inflamacién a nivel celular y molecular. Por lo

tanto, la ingesta de calorias es una fuente importante de EOx e inflamacién.®2 %3

Como sabemos, la mitocondria es la fuente principal de EROs, al mismo
tiempo también es una diana celular de dano mediado por EROs, se sabe
también que dichas EROs provenientes de la mitocondria actian como segundos
mensajeros y pueden conducir a la activacion de sensores que regulan la
sefalizacion retrograda al nucleo.®* Dicha sefializacién retrograda es la
responsable de la alteracion del estado funcional de la mitocondria.®® La
activaciéon redox de JNK (proteina que responde a estimulos por estrés) y p53
(proteina supresora de tumores que se une al ADN, regula la expresién de
diferentes genes) sirven como sensores para retransmitir el EOX dentro de la
cascada de senalizacién. Es por ello que la produccion de EROs puede inducir la

biogénesis mitocondrial mediante el dafio al ADN (Figura IV.5.1).
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Figura IV.5.1 Circulos de retroalimentacién positiva entre los factores de dafo al ADN,
funcion mitocondrial y la generacion de EROs en la senescencia inducida por estrés. El
incremento de EROs por la mitocondria, conduce al dafio al ADN. La interaccion entre
los factores que operan en respuesta al dano al ADN mejora la biogénesis mitocondrial,
promueve la oxidacién de acidos grasos y generacion de EROs, por lo tanto mantienen
la senescencia celular (Tomado de Erol 2010)%

IV.6. Inflamacion y envejecimiento.

La inflamacion es una respuesta defensiva del organismo ante la agresion
producida por agentes infecciosos, agentes quimicos, estimulos antigénicos o
lesiones fisicas. En el proceso inflamatorio participan los sistemas nervioso,
vascular, endocrino e inmunoldgico. Inicialmente la inflamacién se caracteriza
por: rubor, dolor, tumefaccion, edema y disminucién de las funciones del area
afectada. Si el proceso de defensa no es eficiente, el proceso se convierte en una
inflamacién croénica, proceso fisiopatolégico que favorece el incremento de RL y

por consecuencia, un aumento de EOx.97-98

Se sabe que el proceso de envejecimiento se acompana de un proceso
inflamatorio, incluso en ancianos sanos, ya que se ha demostrado que existe un
incremento en la produccién de citocinas proinflamatorias al aumentar la edad.®%-
107

A partir de esos estudios surgié el concepto de inmunosenescencia, el cual se

refiere a los cambios del sistema inmune durante el envejecimiento. Estos
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cambios incluyen la remodelacién de la inmunidad innata y la alteracion de la
inmunidad adaptativa. 108109

En condiciones normales el sistema inmune se adapta a los diferentes retos a los
que es sometido, a fin de que su funcionamiento sea 6ptimo (inmunidad innata).
A lo largo de la vida se acumulan los efectos del estrés y la funcionalidad de
sistema inmune disminuye, lo que permite que el estado inflamatorio se convierta
en cronico (remodelacién de la inmunidad innata). En los ancianos hay un
incremento en el estimulo de los sistemas inmunolégicos innato y adaptativo, sin
embargo la capacidad de respuesta del sistema es menor. 108:109

En la inmunidad adaptativa el sistema inmune usa células como los macréfagos y
los linfocitos T que permiten que el individuo responda a los agentes estresores.
En el envejecimiento existe una disminucién de la capacidad de los linfocitos T
del sistema para producir nuevas moléculas como mecanismo de defensa,

(alteracion de la inmunidad adaptativa).'®®

IV.6.1. Inflammaging.

Deriva del concepto de inmunosenescencia, ya que es un estado inflamatorio en
la vejez, dicho proceso es complejo. Se basa en la activacién de macréfagos
conforme aumenta la edad y un llenado del espacio inmunolégico con clones de
células T de memoria no eficiente dirigidos hacia antigenos de patégenos
comunes. Esto ocurre mientras hay una reduccion de células T que no han tenido
contacto con algun antigeno (virgenes), lo que limita la capacidad del organismo

para responder a nuevos retos antigénicos (Figura 1V.6.1).108-110
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Figura IV.6.1. Representacion esquematica de la hipétesis del llenado del espacio
inmunolégico. El nimero de células nativas CD95 decae con la edad (circulos
pequefios) y el espacio restante es ocupado por la extension de los clones de las células
efectoras/de memoria CD28 (circulos grandes). La capacidad de responder a nuevos
antigenos decae mientras abundan clones contra antigenos persistentes. (Modificado de
Franceschi et al. 2007). %®

Esta inflamacién se convierte en danina al no desarrollar a la par un mecanismo
fisioldégico anti-inflamatorio que permita neutralizar este proceso que se presenta
de manera constante y afecta al organismo. En el proceso de “inflammaging”,
aumenta la sintesis y liberacion de la lipoproteina A, el fibrindbgeno, los factores
de coagulacién, las citocinas proinflamatorias como la IL6, IL1, el factor de

necrosis tumoral alfa (FNT-a.) y moléculas de adhesion. 99 100, 111

Se ha observado en estudios con personas centenarias que tanto sanos como
enfermos presentan “inflammaging”. Sin embargo, se ha reportado que las
personas sanas tienen una mayor concentracion de citocinas antiinflamatorias
como IL-10 e IL-4, es por ello que se ha planteado la existencia de un proceso
llamado “anti inflammaging”, vinculado con un polimorfismo genético, mismo que

es un perfil constante en ancianos que cursan con envejecimiento exitoso. 108113

Diversos autores plantean que el proceso de inflammaging es probablemente uno

de los factores responsables del desarrollo de la mayor parte de las
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enfermedades asociadas al envejecimiento como: los padecimientos
cardiovasculares, el cancer, la obesidad, diabetes, artritis, demencia, las
enfermedades neurodegenerativas y también se le relaciona en procesos propios

del envejecimiento como la sarcopenia. %9107

En los ancianos el proceso “inflammaging” no se presenta de manera aislada,
ademas de la carga antigénica que activa la respuesta inmunolégica remodelada,
esta vinculada con la produccién de las EROs, que también actuan como agentes
estresantes de este sistema. Por ello, en el organismo de un anciano se genera
un proceso ciclico en donde el EOx estimula la respuesta del sistema inmune y
viceversa. Las interleucinas implicadas en la inflamacion son sensibles al EOx y
modifican su actividad al cambiar el estado redox intracelular. Estas interleucinas
a su vez estimulan la generacion de mas ER, lo que induce el envejecimiento y el
proceso de “inflammaging”. Este desequilibrio entre la respuesta inmune y el EOx

estimula la liberacion constante de citocinas proinflamatorias.''4 115

Por ello, el envejecimiento es un proceso complejo resultado de la interaccion de
diversos factores genéticos, ambientales y de estilo de vida. Estos dos ultimos,

son factores que pueden modificarse para lograr un envejecimiento saludable.

IV.6.2. Marcadores bioldgicos del proceso inflamatorio crénico.

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina ciclica pentamérica. Se denomina
asi porque precipita el polisacarido somatico C del Streptococcus pneumoniae.
Es parte de la inmunidad innata y es producida principalmente por los hepatocitos
como respuesta al dano tisular, las infecciones, los procesos inflamatorios y las
neoplasias. Se le conoce como proteina de fase aguda porque participa en
respuestas de emergencia, que se incrementa al desequilibrarse ciertos
mecanismos homeostaticos que mantienen funcionando al organismo ante

diversos retos. 16

La PCR es considerada como un buen marcador de inflamaciéon sistémica. En

personas sanas la concentracién de ésta proteina es menor a 1mg/L, mientras
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que en sujetos que presentan concentraciones entre 1 y 10 mg/L, padecen
desérdenes metabdlicos como el sindrome metabdlico, elevado indice de masa
corporal, aterosclerosis, diabetes, de artritis reumatoide, fiebre reumatica,
tuberculosis, lupus eritematoso, enfermedades coronarias, entre otras.''”-'18 |as
concentraciones séricas mayores a 10 mg/L indican la presencia de una

respuesta inflamatoria aguda.'®

La expresiéon de la PCR esta regulada por citocinas proinflamatorias como IL1,
IL6 y TNF-a. Las citocinas son proteinas producidas por distintos tipos celulares
del sistema inmune en respuesta a una activaciéon celular. Su funcion

fundamental es la regulacién de la respuesta inmune e inflamatoria."'®

Las IL son glucoproteinas de bajo peso molecular (<80 kDA), permiten la
comunicacién entre las diferentes poblaciones de leucocitos. Estimulan la
multiplicacion, la diferenciacion y la respuesta de los linfocitos T, B y otras células
que participan en la respuesta del sistema inmune. Las interleucinas se clasifican
en proinflamatorias (IL-1a, IL-13, TNF-a, IL-6 IL-8) y anti-inflamatorias (IL-4 e IL-
10).17

IL-6

Es producida por linfocitos T y B, macréfagos, fibroblastos y varias lineas de
células tumorales. Las endotoxinas son buenas inductoras de su sintesis. La IL-6
participa en la induccion de las reacciones inflamatorias junto con el TNF-q,
estimula la respuesta de fase aguda, inhibe la proliferacion celular, tiene efecto
pirogénico, entre otros. Por ejemplo, se ha reportado que el aumento de la
concentracion IL-6 y TNF-a. en personas con SM, se asocia con un dafo en el

tejido periodontal. 7. 119

IL-8

Es un pequeno péptido de 8 a 10 kDa producido por neutrdéfilos, linfocitos T,
macrofagos y células endoteliales, participa como mediador de las reacciones
inflamatorias. Esta IL causa inflamacion aguda mediante el reclutamiento y la
activacion de los neutrofilos.’” Contribuye en la patogénesis de la aterosclerosis

ya que las lipoproteinas de baja densidad (LDL-Colesterol) oxidadas y los
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macrofagos presentes en las placas ateroscleréticas, estimulan la secrecion de
IL-8. 120

En los humanos se han asociado altas concentraciones de IL-8 con el aumento
en la incidencia de enfermedades coronarias, ademas existen evidencias
experimentales de que ésta citocina es producida también por el tejido adiposo en

humanos. 121.122

TNF-a

Es una citocina proinflamatoria que es secretada por monocitos, macrofagos,
neutréfilos, células NK y linfocitos T. Estd compuesta por 3 subunidades
enlazadas entre si, cada subunidad esta formada por un péptido de 17 kDa.
Tiene una potente actividad citotoxica capaz de asesinar células tumorales y de
actuar como un mediador letal en la respuesta inmune de enfermedades
inflamatorias cronicas e infecciosas. Las infecciones bacterianas pueden acelerar
la sintesis del TNF- o por los macréfagos. Esta citocina participa en la apoptosis
de células que expresan su receptor de membrana, puede inducir necrosis de
tumores, estimular la fagocitosis, provocar necrosis hemorragica de ciertos
tumores y vasos sanguineos, favorecer la lipogénesis y aumentar la

trigliceridemia. 120123

IL-10

Es una IL con actividad inmunosupresora y antiinflamatoria, que actua inhibiendo
la actividad de los linfocitos T, monocitos y macréfagos. La funcién principal de
ésta IL, es limitar y terminar las respuestas inflamatorias. Regula el crecimiento y
diferenciacion de las células NK y células T cooperadoras, mastocitos,
granulocitos, células dendriticas, queratinocitos y células endoteliales.'**Regula la
sobreproduccion de citocinas inflamatorias como el TNF-a, IL-6, IL-8 e interferén
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IV.7. Ejercicio fisico.

La actividad fisica se define como cualquier movimiento corporal producido por
los musculos esqueléticos que da como resultado el gasto de energia, en tanto
que el ejercicio fisico es una categoria de actividad fisica especifica, libre y
voluntaria con movimientos corporales planeados, estructurados y repetitivos,
realizados para mantener una o varias de las cualidades biomotoras, con el

objeto de mejorar el funcionamiento del organismo.'?®

Abdel-Khaleket al.'?® observaron que el ejercicio minimiza los cambios
fisiologicos asociados al envejecimiento, previene la disminucion de la masa
muscular; aumenta la fuerza muscular, la velocidad de contraccién, la funcion
mitocondrial, la capacidad enzimatica oxidante, la capacidad aerdbica, la
contractibilidad cardiaca, la velocidad de conduccion nerviosa y disminuye la

intolerancia a la glucosa, entre otros. 126

Bassey'?” afirmé que el ejercicio contribuye al bienestar psicolégico ya que su
practica esta asociada con una menor prevalencia e incidencia de sintomas
depresivos; también incrementa la longevidad y disminuye el riesgo de desarrollar
las enfermedades cronico degenerativas mas comunes en el anciano; es util
como tratamiento primario o adjunto de diversos padecimientos y contribuye a la

prevencion y el tratamiento de la discapacidad.'?’

Por otro lado, para la contraccidon muscular, el sustrato energético inicial es el
adenosintrifosfato (ATP). La hidrdlisis del ATP mediada por la ATP-asa
proporciona energia directamente al musculo para su contraccion.

ATP-asa
ATP + H20 4 ADP + P + energia

Es una via rapida de obtencién de energia, pero sélo es posible mantenerla
durante pocos segundos, debido a que los depdsitos musculares de ATP son una

reserva energeética limitada.
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En términos generales el musculo dispone de tres sistemas para la regeneracion
del ATP a partir de ADP: Fosfocreatina (PC), glucélisis anaerdbica y glucdlisis

aerdbica (ciclo de Krebs).

La utilizacién de cada uno de los sistemas depende de la intensidad y duracion

del esfuerzo, aunque se solapan entre si (Cuadro 1V.7.1).125 128,129

Cuadro IV.7.1 Fuentes de energia.

Sistema energético Duracion Combustible

Anaerdbico 0 a 15 segq. Fosfageno (ATP +PC)
Anaerdbico lactico 1 a2 min. Glucosa

Aerdbico Mas de 2 min. Glucégeno + acidos grasos

Modificado de Silverthorn et al, 2008.128

IV.7.1. Efectos del ejercicio fisico en el envejecimiento.

Diversos autores proponen que existen efectos positivos de la actividad fisica

sobre el proceso de envejecimiento. 130131

Se ha demostrado que la practica regular de ejercicio fisico: 130-135
*Minimiza los cambios fisioldgicos asociados con el envejecimiento.
*Contribuye al bienestar psicoldgico.
*Incrementa la longevidad y disminuye el riesgo de varias de las
enfermedades cronicas mas comunes.
*Coadyuva como tratamiento primario o adjunto en ciertas enfermedades
cronicas y contrarresta los efectos secundarios de algunos tratamientos
médicos.
*Ayuda en el tratamiento y la prevencion de la incapacidad ya que
disminuye la atrofia muscular.
*Mantiene la capacidad fisica.
* Estimula la adaptacion del sistema cardiovascular y musculo esquelético.
*Disminuye el riesgo de caidas.
*Contrarresta la acumulacioén del tejido adiposo y su deposicioén visceral.
*Disminuye los niveles de glucosa y lipidos circulantes.

*Incrementa la densidad mineral dsea.
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La realizacion de ejercicio fisico se asocia también con beneficios a nivel
bioquimico: Mejora el perfil de lipidos, disminuye la concentracion de LDL y
aumenta las lipoproteinas de alta densidad (HDL), reduce la presién arterial
sistdlica y regula la presion arterial diastélica, equilibra la sintesis de proteinas y
la tasa de absorcion de aminoacidos por el musculo esquelético, reduce la
concentracion de colesterol y triglicéridos. Aumenta la tolerancia a la glucosa y
disminuye la concentracién de glucosa en sangre debido al aumento en la
sensibilidad a la insulina, por lo que se le asocia a la disminucién de la incidencia
de la DM.136

IV.7.2. Ejercicio fisico moderado, estrés oxidante e inflamacion.

La sobreproduccion de ER puede ser causado por la exposicién a contaminantes
ambientales, excesiva ingesta de nutrientes o actividad fisica. Un incremento en
el consumo de oxigeno, como ocurre en el ejercicio, puede resultar en un estado
agudo de EOx. La generacion de ER en respuesta al ejercicio extenuante puede
ocurrir por la respiracion mitocondrial, en donde escapan electrones desde la
cadena de transporte de electrones lo que da como resultado la formacion del
radical superoxido. También el metabolismo de los prostanoides, la
autooxidacion de catecolaminas y la actividad de enzimas oxidasas (NAD(P)H
oxidasa, xantina oxidasa) generan ER.'37-13°

En la practica del ejercicio se da un proceso inflamatorio tanto por reaccion
directa del tejido ejercitado como por la accion de las células del sistema
inmunoldgico cuando se liberan citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias.

Sin embargo, aunque las vias mencionadas representan fuentes de ER vy
marcadores de inflamacidn durante el ejercicio, el tipo de ER depende del modo,
intensidad y duracion del ejercicio. 36, 139.140

Fisher-Wellman y Bloomer'#!, reportaron que el ejercicio aerobico intenso genera
un fuerte estimulo que provoca un incremento en la produccion de ER tanto en
animales como en humanos y a pesar de que se cuenta con un sistema
antioxidante las defensas no son suficientes para eliminar el dafo oxidativo
generado, ya que se incrementa la oxidacion de lipidos, proteinas, ADN vy

glutation.'
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Algunos autores afirman que el ejercicio moderado mejora la salud fisica al
aumentar la capacidad de respuesta ante los RL, por el mecanismo de hormesis.
Sin embargo el ejercicio causa EOx cuando es intenso. De acuerdo con esta
propuesta, una concentracion 6ptima de ER conduce a un estado saludable,
mientras una cantidad reducida o exagerada resultan en una defensa deficiente o
un estado de dafio oxidativo e inflamacion y ambos casos promueven el
desarrollo de enfermedades. 142144

El ejercicio fisico moderado estimula la respuesta inmunologica innata y
adquirida, mientras que el ejercicio de gran intensidad la disminuye.’0 13! | g
activacion del sistema inmunologico innato se muestra por el incremento en el
nuamero y actividad de las células asesinas naturales, asi mismo en el numero y
funcion de los neutrdfilos, un ligero incremento de la concentracién de las
citocinas antiinflamatorias y ligera disminucion de las proinflamatorias. Los
patrones de respuesta de la inmunidad adaptativa no estan del todo definidos. Se
ha observado que después de seis meses de ejercicio moderado, aumenta el

numero de células virgenes y disminuye el de las células T de memoria. 145-149

IV.7.3 Tai Chi.

El Tai Chi es utilizado ampliamente en el ambito gerontolégico, ya que es de
intensidad moderada y requiere movimientos lentos (Figura IV.7.3.1).

El Tai Chi es una forma de ejercicio tradicional chino basado en modificaciones a
las artes marciales, cuyos origenes se registran a finales de la dinastia Ming
(1368-1644) e inicios de la dinastia Quing (1645-1911). Es clasificado como una
actividad fisica moderada ya que su intensidad no excede el 55% del gasto de
oxigeno maximo ni el 60% del ritmo cardiaco maximo individual.’®® Su
popularidad ha aumentado por los efectos benéficos de esta disciplina en varios
aspectos de la salud en los adultos mayores que la practican. No tiene riesgos
porque es una serie de movimientos suaves y continuos, cuya ejecucidn precisa
del control de la posicion, la respiracion profunda y la coordinacion de los
movimientos en piernas, brazos, torso y cabeza. Se pasa de una posicion a otra
desplazando el punto de equilibrio sin detenerse, es necesario un estado de
relajacion y concentracion para lograr el equilibrio en los movimientos que

caracteriza este ejercicio. '’
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Pty pe ey £ . . . —
Figura IV.7.3.1. Practica de Tai Chi. Laimagen muestra los movimientos lentos y

coordinados que caracterizan al Tai Chi

Se ha descrito que existen cinco estilos principales de Tai Chi cuyo nombre
deriva de la familia que lo desarrollé: Estilo Yang, Cheng, Sun, Wu Quian (Jian
Quian) y Wu Quin (He Quin). %0151

Cada estilo de Tai Chi tiene una técnica caracteristica respecto a las posiciones o
formas incluidas, en el orden y la velocidad a la cual son ejecutados los
movimientos y la de dificultad de la técnica. Aunque difieren en el enfoque de la
postura y en la posicion del centro de gravedad, todos los estilos enfatizan la
relajacion, concentracion mental y coordinacion de los movimientos. La practica
del Tai Chi requiere memorizar los nombres asociados a cada postura y su
secuencia.’®!

Los ejercicios promueven la postura, flexibilidad, relajacion, el bienestar y la
concentracion mental. Se caracterizan por la lentitud extrema del movimiento, la
continuidad absoluta sin interrupcion y un enfoque total de la conciencia sobre la
ejecucion. A diferencia de la mayoria de los ejercicios que se caracterizan por la
fuerza muscular y el esfuerzo, los movimientos del Tai Chi son lentos, suaves y
ligeros. La concentracion activa de la mente es un instrumento para orientar el
flujo del movimiento del cuerpo. Asi, el Tai Chi no es sélo un ejercicio fisico, ya
que también implica la formacion de la mente, lo que ha llevado a algunos a
considerarlo la practica de "meditacion en movimiento".%°

Aunque el Tai Chi sigue los principios de otros tipos de artes marciales que se

centran en la auto-defensa, su principal objetivo es promover la salud y la paz de
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la mente. El Tai Chi se lleva a cabo lentamente, con respiracion profunda y
consistente. Los movimientos deben ser realizados en un lugar tranquilo que
favorezca lograr un estado relajado. Los musculos y las articulaciones deben
relajarse de modo que el cuerpo sea capaz de pasar facilmente de una posiciéon a
otra, la columna vertebral debe mantenerse en una posicion natural erguida,
mientras la cabeza, el torso, los brazos y las piernas deben ser capaces de
moverse libre y suavemente. La parte superior del cuerpo se mantiene recta, no
debe inclinarse hacia delante o hacia atras, ni hacia la izquierda o derecha
(Figura 111.7.3.2). 150-152

Fig.IV.7.3.2. Practica de la forma ocho de Tai Chi, acariciando la crin del caballo. Un brazo
queda pendiendo en el aire mientras el otro se desplaza diagonalmente, las piernas deben
moverse de forma coordinada sin perder el equilibrio.

Durante la ejecucion de los movimientos, se necesita la coordinacion de éstos
con la respiracion. Las personas deben practicar la "respiracion natural en donde
la persona respira lenta y profundamente, inhalando y exhalando por la nariz, con
la boca cerrada pero sin apretar los dientes. La punta de la lengua se mantiene
ligeramente contra el paladar. Al inhalar la parte inferior del abdomen se expande
y una vez que los pulmones estan llenos de aire, se exhala y el abdomen se
contrae. El patron de la respiracion sigue la sucesién de los movimientos de los
brazos: la inhalacion se produce cuando los brazos se extienden hacia afuera o
hacia arriba y la exhalacién cuando los brazos se contraen o se extienden hacia
abajo. Con el tiempo respirar se convierte en una parte inconsciente del ejercicio
(Figura IV.7.3.3). 11
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Figura IV.7.3.3 Practica de la forma ocho de Tai Chi, el gallo dorado se para sobre una pata.
El cuerpo se mantiene erguido mientras se flexiona un pie y una mano, al tiempo que se elevan a
la altura de la cintura y de la cabeza respectivamente. El punto de equilibrio se mantiene sobre el
pie que no se eleva, luego se realizan los mismos movimientos del lado contrario.

A lo largo de la practica del Tai Chi, la mente se mantiene alerta pero tranquila, la
direccion de los movimientos suaves se centra en la propia energia interna. Esta
concentracion es parte integral de la practica ya que si los movimientos se
realizan sin la concentracion adecuada, el Tai Chi seria como cualquier a otro tipo
de actividad fisica moderada. La variedad y la naturaleza de los movimientos

garantizan que se logre la concentracion al ejecutar los movimientos. 157,

La orientacion filosofica del Tai Chi se toma de los elementos del yang (actividad)
y el yin (inactividad) y del gi (la energia vital de la respiracion). De conformidad
con los simbolos del yin y el yang, en el Tai Chi los movimientos son circulares,
estan disefiados para equilibrar el gi o energia vital, en los meridianos del cuerpo
y fortalecerlo para evitar las enfermedades. La practica del Tai Chi no propone la
adopcion de una espiritualidad especifica o sistema de creencias sino que se ha

utilizado clinicamente como una intervencion terapéutica.'%?

El estilo clasico Yang incluye 108 posturas con algunas secuencias repetidas.
Cada sesion de entrenamiento incluye unos 20 minutos de calentamiento, 25
minutos de la practica del Tai Chi, y 10 minutos de enfriamiento. La intensidad del
ejercicio depende del estilo de la forma, la postura y la duracién. 51-153
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Son numerosos los estudios que muestran los beneficios del Tai Chi en aspectos
como balance, estabilidad, elasticidad y equilibrio que son indispensables en el
mantenimiento de la marcha y la disminucion de las caidas en los AM. También
se ha vinculado con resultados positivos sobre el sistema cardiovascular,
respiratorio, inmunolégico, endocrino y en las respuestas psicologicas. Mejora el
estado depresivo y el deterioro cognitivo pues la practica exige profunda
concentracion, memorizacién de los movimientos, de sus nombres y su

secuencia. 154157

En el cuadro IV.1se presenta una sintesis de estudios que muestran los efectos
de la practica del Tai Chi en diversos aspectos, en donde se pueden apreciar que
quienes lo practican obtienen multiples beneficios, lo que nos permite concluir

que los AM que practica Tai Chi, pueden mejorar en su estado de salud.
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Cuadro IV.7.3.1 Estudios referentes al efecto de la practica de Tai Chi sobre EOx, inflamacién y daio al ADN.

Autor, ano Universo de | Objetivos Intervencioén Parametros Hallazgos en los
estudio determinados participantes
Liu et al. | 11 participantes (3 | Evaluar el efecto de un Los participantes practicaron | Indicadores de SM: IMC, | Disminucién en algunos indicadores
(2008)%8 hombres y 8 mujeres) | programa de Tai Chiy Tai Chi y Quigong de 1 a 1.5 | circunferencia de cintura, | de SM como IMC, circunferencia de
de 42 a 65 afos con | Qigong sobre calidad de | horas 3 veces a la semana | tension arterial, glucosa, | cintura, TAS, TAD. También
niveles elevados de | vida, indicadores de durante 12 semanas. triglicéridos, HbA1c, HDL- | disminuyeron los niveles de HbA1c,
glucosa en sangre. SM, indice glucémico, y colesterol. indice HOMA, | resistencia a la insulina y depresion.
factores psicoldgicos. calidad de vida, depresion | Aumentd la memoria asi como la
y memoria. percepcion de calidad de vida.
Lam et al. 53 personas con DM2. | Evaluar el efecto de la | Un grupo de personas que | HbA1c, glucosa en | En el grupo que realizé Tai Chi hubo
(2008)1%° practica de Tai Chi | practicaron Tai Chi y otro | ayunas, indice HOMA, | una disminucion de HbA1c vy
sobre la tension arterial, | grupo de sedentarios colesterol, triglicéridos, | colesterol, también aumenté Ia
HbA1c y el estado de calidad de vida, tension | funcionalidad fisica respecto a la
salud arterial, y funcionalidad | medicién basal.
fisica.
Goon et al. 70 personas sanas de | Evaluar el efecto del Tai | 35 personas sedentarias | Dafio al ADN por ensayo | El grupo que hizo Tai Chi presenté
(2008)16° 45 afios de edad en | Chi sobre el dafio al | como grupo control y otro | cometa, viabilidad de | una mayor proporcion de dafo leve
adelante. ADN grupo de 35 personas que | linfocitos y | al ADN y una menor proporcion de
practicaban Tai Chi por lo | entrecruzamiento de | dafio medio y alto. También se
menos 3 veces a la semana | cromatides hermanas. observé una disminucion de
desde al menos un afio antes entrecruzamiento de cromatides
de iniciar el estudio. hermanas y un incremento en la
proliferacion de linfocitos vy
apoptosis, lo que refleja una mejor
reparacion y proliferacion celular.
Goon et al. 60 personas sanas de | Evaluar el efecto del Tai | 30 personas sedentarias y 30 | GPx, SOD, Catalasa, | Se observé a los 6 meses ligera
(2009)16" 45 anos en adelante. Chi sobre el dafio al | personas que practicaban Tai | Dafo al ADN por ensayo | disminucion del dafio al ADN normal
ADN, enzimas | Chi 2 veces a la semana | cometa, MDA y AGEs y aumento del dafio leve con

antioxidantes y EOx

durante 12 meses

aumento de la actividad de GPx. A
los 12 meses se observo
disminucion de MDA y AGEs
acompafado de aumento de SOD.
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Chen et al.
(2010)162

Un grupo de personas
de 40 a 70 afios de
edad obesos con DM2.

Evaluar el efecto del Tai
Chi sobre el perfil
lipidico y EOx.

Un grupo de personas que
realiz6 12 semanas se
practica de Tai Chi y otro
grupo de personas que
realizaban ejercicio fisico
convencional, 3 veces por
semana durante 1 hora.

HbA1c, triglicéridos, HDL-
colesterol, MDA, PCR e
IMC

En el grupo de personas que
practicaron Tai Chi, no se observo
disminucién de HbA1c, disminuyo el
IMC, los ftriglicéridos, los niveles de
MDA y PCR; aumenté el HDL
colesterol. El grupo que realizd
ejercicio fisico convencional no
presenté mejora en ninguno de los
parametros.

Palasuwan et al.
(2011)%63

las
pre-

15 mujeres, de
cuales 8 son
menopausica y

7 postmenopausicas

Evaluar el efecto del Tai
Chi sobre la actividad
antioxidante y el riesgo
cardiovascular en
mujeres sedentarias

8 semanas de practicar Tai
Chi, dos veces por semana
en clase y dos veces en
casa.

Tension arterial,
flexibilidad, balance,
capacidad aerdébica, perfil
lipidico, SOD y GPx, CAT,
MDA y homocisteina.

Mejor6 el balance y la flexibilidad,
incremento de la GPx asi como de
la CAT. Disminuciéon de las LDL asi
como de la homocisteina.

Rosado-Pérez,
(2011)64

Estudio longitudinal

en 137 AM sanos o
con padecimientos
Crénico degenerativos
controlados.

Evaluar el efecto de

la caminata, el Tai Chiy
una combinacion de
ambos sobre
marcadores de EOx y
del PIC.

Se aplicaron 3 programas de
Ejercicio 5 dias a la semana
por 50 minutos durante 6
meses.

Un grupo de AM realiz6

Tai Chi, otro grupo hizo
caminata y el tercer grupo
Ejercicios combinados (Tai
Chi y caminata ) y un cuarto
grupo control.(sedentarios)

Lipoperoéxidos,
SOD, GPx, CAT,
IL-6, IL-10,
TNF-a, PCR

En los grupos 3 tipos de actividades
realizadas se tuvo un efecto
antioxidante y antiinflamatorio. Sin
embargo, El Tai Chi generd una
mejor respuesta antioxidante y
antiinflamatoria, un menor indice de
EOx, se observo un incremento de
la IL-10, disminuci6n del TNFa,
disminuyé la concentracion de
colesterol, LDL-colesterol y la TAS.

Jarelsins et al.
(2011)6°

19 sobrevivientes de
cancer de mama.

Evaluar el efecto del Tai
Chi sobre los niveles de
insulina y de citocinas
inflamatorias

12 semanas de practica de
Tai Chi comparado un grupo
control con terapia de soporte
psicosocial.

Insulina, IGF-1, IGFBP1,
IGFBP3, IL-6, IL-2,IFN-y

En el grupo que realizé Tai Chi se
observé un incremento de IL-6 y
disminucion de IL-2, asi como
niveles de insulina estables. Por lo
que se asocia un estado inflamatorio
a la practica de Tai Chi.

Rosado-Pérez et
al. (2012)'66

55 adultos
sanos.

mayores

Determinar el efecto de
la practica de Tai Chi
sobre el EOx.

Un grupo de 23 personas
como control (sedentarios),
otro grupo de 32 personas
que realizaron Tai Chi
diariamente por 50 minutos
durante 6 meses.

TBARS, CAT

SOD, GPX, LDL-
Colesterol y  tension
arterial

En quienes realizaron Tai Chi se
observd una disminucién de niveles
de glucosa, colesterol, LDL-
colesterol y TAS. También se
generd6 un incremento de la
actividad de SOD y GPx asi como
de CAT.
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Rosado-Pérez
et al. (2013)'¢7

Estudio longitudinal
con 79 AM sanos.

Evaluar el efecto de la
practica de Tai Chi y
caminata sobre
marcadores de EOx

23 personas en un grupo
control, 43 que realizaron
caminata y 31 personas que
realizaron Tai Chi, durante 6
meses por1 hora 5 veces a
la semana.

Lipopgréxidos, SOD, GPx,
CAT, Indice de EOx

Se observé una disminucion de
Lipoperoxidos asi como del indice
de EOx en el grupo que realizé Tai
Chi, acompafiado de un aumento de
la actividad de SOD.

Xing-Yu et al. 10 mujeres jovenes | Evaluar el efecto de la | Todas las mujeres | SOD, GPx, GSH, MDA, Aumento de la SOD y OH-IC asi
(2014)168 sedentarias. practica de 12 semanas | practicaron la forma 24 de Tai | 8-OHdG, OGG1 (8- como de OGG1 a las 8 Y 12
de Tai Chi sobre la | Chi 1 hora, 5 veces a la | oxoguanina DNA semanas. Disminucién de MDA a las
capacidad antioxidante, | semana por 12 semanas. glicosilasa), OH-IC 8 semanas sin permanecer éste
dafo y reparacién de (Capacidad inhibitoria del | nivel hasta las 12 semanas. Sin
DNA. radical hidroxilo). cambio en los niveles de GPx, GSH
ni 8-OHdG. La practica de Tai Chi
provoca una eficiente respuesta al
EOx y aumento de la capacidad de
reparacion de DNA en mujeres
jovenes sedentarias.
Campo et al. 63 mujeres Evaluar el efecto de la | Un grupo de 32 mujeres | Presiéon arterial, Cortisol, | EI grupo que practico Tai Chi
(2015)16° sobrevivientes de practica de Tai Chi y | practicaron Tai Chi y otro | IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, | present6 una disminucién en la TAS
cancer. clases de educacion | grupo de 31 mujeres tomaron | TNF-o y cortisol, sin embargo no hubo
para la salud clases de educaciéon para la diferencias significativas en las
salud, en 3 sesiones de 60 interleucinas medidas respecto a la
minutos a la semana durante medicién basal. El grupo que no
12 semanas. realizd Tai Chi no presento diferencias
en ninguno de los parametros medidos.
Zhou et al. 43 mujeres de entre 55 | Determinar el efecto de | Dos grupos de estudio, uno | Examen de equilibrio y | Mejord la postura y equilibrio de las
(2015)'7° a 68 anos. la practica de Tai Chi | con 22 mujeres que durante | postura. mujeres que practicaron Tai Chi. Los
sobre la postura y |24 semanas practicaron Tai resultados sugieren que la practica
equilibrio al caminar en | Chi y otro con 21 mujeres sin del Tai Chi mejora la postura y equilibrio
mujeres. practicar ningln ejercicio. de quienes lo realizan.
Robins et al. Estudio longitudinal | Evaluar los efectos del | Un grupo control y un grupo | Concentracién de | EI grupo que realizd Tai Chi
(2015)' con mujeres con riesgo | Tai Chi sobre factores | de 63 mujeres que | glucosa, insulina y lipidos, | presenté una disminucion en los

cardiovascular de 35 a
50 aios.

conductuales asociados
con enfermedades
cardiovasculares.

practicaron Tai Chi durante 2
meses.

PCR, Interferon gamma,
TNF, IL-8, IL.4. Fatiga,
percepcion de estrés,
depresion, redes de apoyo,
memoria, autoestima y
creencias.

niveles de IL proinflamatorias como
el interferon gamma, IL-8, IL-4, TNF.
También disminuyé la fatiga,
aumento la memoria, mejoré el nivel
de autoestima y creencias.
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Karaman et al.
(2015)'72

104 personas, 52 con
SM de entre 35 afios y
80 afios; 35 sanos de
27 a 71 anos.

Evaluar el dafo al ADN
en pacientes con SM

No se realizd intervencién
alguna, solo se compararon
los marcadores en los que
cursaban con SM y los
sanos.

IMC, presion sanguinea,
Triglicéridos,, HbA1c,
Colesterol-HDL, glucosa,
MDA, SOD, GPx.

Dafio al ADN por ensayo
cometa y micro nucleos

En el grupo de personas con SM se
observaron niveles mas altos de
Triglicéridos, HbA1c, TAS y TAD e
IMC. Se observé una mayor longitud
de los cometas y mayor frecuencia
de micro nucleos en quienes tenian
SM en comparacion con el grupo
control.

Alsubiheen et al.
(2015)'73

17 sujetos sanos y 12
diabéticos sedentarios
de 40 a 80 afios

Determinar el efecto de
8 semanas de practicar
Tai Chi combinado con
imagenes mentales.

Ambos grupos realizaron Tai
Chi de Ila escuela yang
usando estrategias de
imagenes mentales 1 hora, 2
veces a la semana por 8
semanas.

HbA1c, equilibrio, marcha
y funcionalidad.

No hubo cambios significativos en la
HbA1c del grupo de diabéticos. Sin
embargo hubo mejoras en los
marcadores de equilibro, marcha y
funcionalidad en ambos grupos.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El sindrome metabdlico (SM) es una de las alteraciones que se presenta con mayor
prevalencia en la vejez en nuestra poblacidn, ya que uno de cada dos ancianos lo
presenta. Asi mismo, el EOx definido como un desequilibro bioquimico entre la
produccion de RL y AOx, es una de las consecuencias del SM, lo que incrementa el
riesgo para presentar enfermedades cronicas no trasmisibles, tales como la
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares e incluso enfermedad de
Alzheimer. En éste sentido, el envejecimiento per se cursa con mayor EOx y dafio
oxidativo al ADN aunados a un proceso inflamatorio crénico (PIC) denominado
‘inflamm-aging”, lo cual incrementa la vulnerabilidad para la presencia de

enfermedades cronicas.'’#

Al respecto, se han publicado algunos estudios en los que se ha demostrado que
los estilos de vida saludables tienen un impacto positivo sobre la salud y la calidad
de vida de los adultos mayores. En este sentido, la actividad fisica moderada y la
dieta rica en frutas y verduras con alto contenido en antioxidante, son las opciones
que mas se han investigado. Asimismo, una de las modalidades de ejercicio fisico
moderado que se ha promovido para las personas adultas mayores es el Tai Chi,
de lo cual se ha observado que la practica periddica de dicha actividad fisica por
mas de tres meses tiene un efecto benéfico sobre el estrés oxidante, proceso
inflamatorio crénico y dafo oxidativo al ADN en adultos jovenes sanos y
enfermos,’”® no obstante se desconoce si dicho efecto se presenta también en

adultos mayores con sindrome metabdlico.
Con base en lo anterior, se plante6 la siguiente pregunta de investigacion:
¢, Cual es el efecto de la practica de tai Chi sobre los marcadores de estrés oxidante,

proceso inflamatorio cronico y dafio oxidativo al ADN en adultos mayores con

sindrome metabdlico?
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VI. HIPOTESIS.

Considerando los estudios sobre el efecto antioxidante y antiinflamatorio de la
practica de Tai Chi en la vejez y en adultos con sindrome metabdlico, anticipamos
que los adultos mayores con sindrome metabdlico que practiquen Tai Chi
presentaran un aumento en la concentracidon plasmatica de moléculas
antioxidantes, disminucion de citocinas inflamatorias y menor dafio oxidativo al ADN

que aquellos que no lo practiquen.

VII. OBJETIVOS.
VII.1.0bjetivo general:

Evaluar el efecto de la practica del Tai Chi sobre algunos marcadores bioldgicos del
estrés oxidante, proceso inflamatorio crénico y dafo oxidativo al ADN en adultos

mayores con sindrome metabdlico.

VII.2. Objetivos especificos:

Evaluar en AM con SM el efecto de la practica de Tai Chi sobre:

La actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx, capacidad antioxidante
total y brecha antioxidante (GAP) en adultos mayores con SM.

La concentracidon plasmatica de lipoperdxidos en adultos mayores con SM.

- La concentracion sérica de IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a y PCR en adultos mayores
con SM.

- El efecto sobre el dafio oxidativo al ADN medido por medio del ensayo cometa
en adultos mayores con SM.
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VIil. MATERIAL Y METODOS.

VIII.1. Tipo de estudio.

Previo consentimiento informado (anexo 1) acorde con la declaracion de Helsinki,
76 se llevo a cabo un estudio de tipo experimental aprobado por el subcomité de
admisién del Posgrado en Ciencias Bioldgicas y aprobado por el Comité de Etica de
la FES Zaragoza.

VIIl.1.1. Poblacién de estudio.

Se llevé acabo en una poblacion de 253 adultos mayores, de los cuales 158
cumplieron con los criterios de inclusién de sindrome metabdlico (segun los criterios
del ATP lll). En este sentido se conformaron tres grupos de estudio a conveniencia,
considerando la aceptacion de los adultos mayores a participan en los programas
de ejercicio fisico: (i) Grupo Tai Chi, n= 58, (ii) Grupo ejercicio fisico moderado,

n=46, y (iii) Grupo sin ejercicio fisico, n=54 (Figura VIII.1.).

Los programas de ejercicio fisico en los participaron los grupos fueron los

siguientes:

Grupos Programa de ejercicio fisico
n =54 Ninguno (grupo control).

n=58 50 minutos de Tai Chi, 5 veces a la semana durante 6
meses, supervisados por un instructor entrenado.

n=46 50 minutos de ejercicio fisico moderado (caminata y
danzon) 5 veces a la semana durante 6 meses,
supervisados por un instructor entregado.

VIIl.1.2. Criterios de inclusion y exclusién.

Adultos mayores de 60 anos sin distincion de sexo, que presentaron SM, con base
en los criterios del ATPIIl. Sedentarios en los ultimos 12 meses, sin ingesta de

suplementos antioxidantes y tratamiento cronico con antiinflamatorios en los ultimos
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6 meses y que firmaran el consentimiento informado (Anexo 1), sin otras

enfermedades cronico-degenerativas.

VIII.1.3. Criterios de eliminacion.

Fueron eliminadas del estudio las personas que no cumplieron con los programas
de ejercicio fisico: a) dejaron de asistir mas de tres veces a la semana por mas de
tres semanas, b) decidieron voluntariamente no continuar en el programa y c) por
cuestiones de salud suspendieron el programa por mas de dos semanas. Respecto
al grupo control, no se consideraron los datos de las personas que no se
presentaron a la toma de muestras sanguineas después de los seis meses del
estudio y los que decidieron practicar ejercicio fisico por mas de tres semanas (tres

0 mas dias por semana).

Todos los participantes fueron evaluados por un médico general para corroborar el

cumplimiento de los criterios de inclusion.
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Personas
convocadas
para el estudio: 253

Excluidos por
no cumplir
con criterios

de inclusion:
Iji 59

[ Medicion Basal: 158 ]

e L
|

Grupo Grupo de Tai
Control: 54 Chi: 58

1l 1l 1l

[ Seguimiento a 1 [ Seguimiento 1 [ Seguimiento a 1

Firma de el consentimiento
informado

Grupo de actividad
fisica moderada: 46

6 meses: 39 a 6 meses: 6 meses: 35

Pérdida Pérdida Pérdida
total: 15 total: 8 total: 11

Datos Datos Datos
excluidos del excluidos del excluidos del
analisis: 2 analisis: 2 analisis: 2
Datos Datos Datos
analizados: 37 analizados: 48 analizados: 33

Figura VIIl.1: Esquema general de la investigacion
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VIIl.2. Variables.

VIIl.2.1. Clasificacion de variables.

¢ Independiente:
Ejercicio fisico:

- Tai Chi durante 50 minutos, 5 veces a la semana por 6 meses.

- Ejercicio fisico moderado (caminata y danzon ) durante 50 minutos, 5 veces a la
semana por 6 meses.

- Sin ejercicio fisico.

e Dependientes:

Estrés Oxidante evaluado a través de los siguientes marcadores:

- Lipoperéxidos

- Superoxido dismutasa

- Glutation peroxidasa

- Capacidad antioxidante total
- Relacién SOD/GPx

- Brecha antioxidante (GAP)

Proceso inflamatorio crénico: IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o y PCR

Dano oxidativo al ADN
e Variables Intervinientes:

- Sexo
- Edad
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VIIl.2.2. Operacionalizacion de variables.

Variable Definiciéon Nivel de Categoria
Medicion
Estrés oxidante. | Desequilibrio en el balance Cualitativa Sin EOx
de 6xido reduccién ordinal EOx leve
caracterizado por un EOx moderado
aumento en los RLy ER, no EOx grave
compensado por los
sistemas AOxX.
Medido a través de la
lipoperoxidacion, los
sistemas AOx (SOD,GPx,
CAT, SOD/GPx y GAP).
Lipoperoxidacién. | Concentraciéon de Cuantitativa umol/L
lipoperdxidos plasmaticos continua
medidos a través de TBARS.
Capacidad Actividad total de los Cuantitativa mmol/L
antioxidante antioxidantes plasmaticos. continua
total (CAT).
Actividad de Actividad que posee la Cuantitativa U/L
superoxido enzima en la conversién de | continua
dismutasa superoxidos a moléculas
(SOD). menos dafinas.
Actividad de Actividad que posee la Cuantitativa U/L
glutation enzima para convertir continua
peroxidasa oxidantes en moléculas
(GPx). menos dafiinas.
Relacién Indicador del funcionamiento | Cuantitativa
SOD/GPx. del sistema enzimatico, | continua
ofrece una estimacion del
desequilibrio entre las
enzimas.
Capacidad Actividad antioxidante de Cuantitativa umol/L
antioxidante componentes plasmaticos continua
residual (GAP). como acido ascorbico, o-
tocoferol, bilirrubina,
transferrina y otros
antioxidantes no medidos.
Dario oxidativo al | Ruptura de cadena de ADN | Cuantitativa Micrometros (um)
ADN. sencilla o doble en linfocitos | continua
de sangre periférica medido | Cualitativa Sin dano: (migracion
a través de ensayo cometa. | nominal < diametro del nucleo
sin dafo x 1)
Con dano: (migracioén >
2 veces el diametro del
nucleo )
Cualitativa Sin dano (Células sin
ordinal cometa)

Baja magnitud de dafio
(1-5 células con cometa)
Alta magnitud de dafo
(6 o mas células con
cometa)
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Proceso Medicion de marcadores de | Cuantitativa Pg/mL
inflamatorio inflamacién como IL-6, IL-8, | continua mg/dL
cronico. TNF-o y PCR.
Proceso Concentracion de IL-10. Cuantitativa Pg/mL
Antiinflamatorio. continua
Edad. Edad que refiere el sujeto en | Cuantitativa Anos cumplidos
el momento del estudio. discreta
Sexo. Caracteristicas fenotipicas Cualitativa Hombre
que distinguen al individuo. nominal Mujer
Ejercicio fisico Movimientos corporales Cualitativa Sedentario
Moderado. planeados, estructurados y ordinal Tai Chi
repetitivos para mejorar o Otra Actividad

mantener las cualidades
biomotoras.

VIIL.3. Técnicas.

VIII.3.1. Intervencion.

Se convoco a grupos de personas adultas mayores para que de manera voluntaria

participaran en el proyecto.

A todos los participantes se les practicé un electrocardiograma en reposo para

descartar alteraciones que implicaran un riesgo para realizar Tai Chi, los

electrocardiogramas fueron evaluados por un médico cardiologo.

A los sujetos que no presentaron alteraciones electrocardiograficas, se les invitd a

participar en la investigacion y aquellos que aceptaron y firmaron el consentimiento

informado (Anexo 1), luego fueron programados para la evaluacion basal.

Practica de Tai Chi.

Las sesiones de Tai Chi (de la forma ocho de la escuela Yang), se realizaron de

lunes a viernes en horas matutinas (9:00 a 9:50), bajo la direccion de entrenadoras

certificadas y con experiencia en la ensefianza de la disciplina en adultos mayores,

bajo supervisién de entrenadores con mayor experiencia.
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Practica de actividad fisica moderada.

El grupo que realizé actividad fisica moderada, realizaba 3 veces a la semana
caminata, y dos dias practicaban danzén. Se realizaban dichas actividades de lunes
a viernes por la mafiana en sesiones de 50 minutos bajo la supervision de los

encargados de algunos centros gerontolégicos.

Personas que no realizaron Ejercicio fisico moderado (Grupo control)
El grupo que no realizd ejercicio fisico, continu6é realizando sus actividades

cotidianas sin tener intervencion alguna.

En la medicion basal y después de la intervencion, se llevaron acabo mediciones

antropomeétricas, clinicas y bioquimicas.
VIIl.3.2. Mediciones antropomeétricas y clinicas.

Las medidas antropométricas se obtuvieron siguiendo el protocolo del grupo de
trabajo:

v Registro del peso: Las personas se pesaron con la menor cantidad posible de
ropa en una bascula calibrada marca Torino

v' Registro de la estatura: Los pacientes se colocaron con los talones juntos,
gluteos, hombros y cabeza en contacto con el estadiometro, los ojos mirando al

frente y el plano de Frankfurt paralelo al suelo.

v' Circunferencia de la cintura: se mididé el perimetro de la cintura a nivel de la
cicatriz umbilical, utilizando una cinta métrica, sin hacer ninguna presion sobre el

cuerpo.

v’ Circunferencia de la cadera: Se determind midiendo la parte mas prominente de

los gluteos, utilizando una cinta métrica.

v Iindice cintura-cadera: Se obtuvo al dividir el valor obtenido de la circunferencia de

la cintura entre la circunferencia de la cadera.
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v Calculo del indice de masa corporal: Se dividié el peso del paciente entre su

estatura al cuadrado (kg/m?).

v Presion arterial: se tomo siguiendo la técnica que se establece en el apéndice B
de la NOM- 030-SSA2-1999 para la prevencion, tratamiento y control de la
hipertension arterial.’””” Dicha medicion se determind con el paciente sentado con
un soporte para la espalda, con el brazo descubierto y flexionado a la altura del
corazén. Se utiliz6 un esfingomandmetro mercurial, el observador se situé de
manera que podia ver el menisco de la columna de mercurio, se colocé el brazalete
situando el mango sobre la arteria humoral y mientras se palpa la arteria humoral se
infla rapidamente el mango hasta que el pulso desaparece a fin de determinar por
palpacion la tension arterial sistdlica (TAS), se desinfla nuevamente el mango y se
coloca la capsula del estetoscopio sobre la arteria humoral, se infla rapidamente el
mango 30 6 40 mm Hg por arriba del nivel palpatorio de la presidn sistélica, se
desinfla a una velocidad de 2 mm Hg/seg. La aparicién del primer ruido de Korotkoff
marca el nivel de la tension arterial sistolica (TAS) y el quinto la tensién arterial
diastolica (TAD).

VIII.3.3. Recoleccion de las muestras.

Se recolectaron en tubos al vacio (Beckton-Dickinson), de uno de los brazos, tres
muestras de sangre por puncion venosa entre las 8:00 y 9:00 horas, con ayuno
previo de 7 a 8 horas. Una de las muestras se obtuvo con heparina (7 mL), otra con
EDTA (5 mL) y la tercera sin anticoagulante (9 mL). Las muestras se centrifugaron a
3500 rpm durante 10 minutos para obtener el plasma y el suero.

La muestra de suero se utilizé para las determinaciones bioquimicas (Glucosa, perfil
lipidico, acido durico, albumina, creatinina y PCR) y para la cuantificacion de

interleucinas se separ6 una alicuota de 100 uL (IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a).

En la sangre anticoagulada con EDTA se cuantificé la hemoglobina glicosilada.

De la muestra obtenida con heparina, se tomo6 una alicuota de 600 uL de sangre

total para medir la concentracion de SOD, otra de 100 pL para medir la
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concentracion de GPx, 100 uL para montar el ensayo cometa, 100 yL de plasma
heparinizado para medir antioxidantes totales (TAS) y 1000 pL para medir la

concentracion de lipoperoxidos por el método de TBARS.

VIIl.3.4. Parametros bioquimicos.
Para realizar las determinaciones se utilizd6 un equipo automatizado marca Vitalab

Selectra Junior (Vital Scientific, Holanda), de acuerdo a los siguientes métodos:

Glucosa: Se utiliz6 un estuche comercial de Laboratorios Randox (Ltd; UK,)
usando el método de glucosa-oxidasa. La glucosa se determina colorimétricamente
después de una oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. La muestra
y el patron se mezclan e incuban durante 10 min a 15-25°C y se lee la absorbancia

a 500 nm frente a blanco de reactivo.

Colesterol: Se empled el estuche comercial para la determinacion de colesterol
(método enzimatico de punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK,). El
colesterol se determind colorimétricamente después de hidrolisis enzimatica y
oxidacion. El blanco, el patron y la muestra se agitaron e incubaron con el reactivo
de color 10 minutos de 20 a 25°C, se midi6 la absorbancia a 546 nm antes de que

hayan transcurrido 60min.

Triglicéridos: Se us6 el estuche comercial para la determinacion de triglicéridos
Randox GPO-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK). Se determina tras hidrélisis
enzimatica con lipasas. El indicador quinoneimina se forma a partir de perdxido de
hidrogeno, 4-amino-fenazona y 4-clorofenol bajo influencia catalitica de la
peroxidada. El blanco, el patron y la muestra se agitan e incuban con el reactivo de
color de 10 a 15 min a 20-25°, se midid la absorbancia a 500 nm antes de

trascurridos 60 min.

HDL-Colesterol: Se empled el Estuche comercial para la determinacion de HDL-
directo, método de aclaramiento (Randox Laboratories Ltd, UK, CH3811A). La
determinacién se da tras la eliminacion de quilomicrones, VLDL y LDL colesterol por

medio de colesterol esterasa, colesterol oxidasa y subsecuentemente catalasa; la
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determinacién posterior es especifica para HDL con la formacion de un pigmento de

quinona que se lee a 578 nm.

LDL-Colesterol: La concentracion de LDL se calcula a partir de las
concentraciones de colesterol total, HDL-Colesterol y triglicéridos mediante la
ecuacion de Friedewald:

LDL =Colesterol total - (Triglicéridos / 5 + HDL-Col).""8

Acido urico: Estuche comercial para la determinacion de acido urico. Método
enzimatico colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK). El acido urico se convierte,
catalizado por uricasa en alantoina y peroxido de hidrégeno, el cual a su vez
reacciona con el reactivo de color para producir un compuesto de quinoneimina rojo
violeta que se lee a 520 nm. Las muestras y patron se mezclan e incuban con el
reactivo de color durante 15 min a 25 °C y se mide la absorbancia frente a reactivo

blanco.

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

Hemoglobina Aic (Hemoglobina A1): La medicion de HbA1c se utiliza en la
observacion a largo plazo de la DM. Se midi6 la concentracion de HbA1c y la
concentracion de hemoglobina total. El resultado de HbA1c dado se calcula como un
% de la concentracion total de hemoglobina.

Determinacién de la hemoglobina total: EI método implica la conversién de
todos los derivados de hemoglobina en hematina en una solucion alcalina de un
detergente no ionico. La reaccion se inicia afiadiendo la muestra previamente
tratada al reactivo de hemoglobina total, resultando en una solucion verde. La
conversion de diferentes especies de hemoglobina en hematina alcalina con un
espectro de absorcion definido permite la medicidn punto final de la hemoglobina
total a 600 nm.
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Determinacién de HbA1c: Se basa en el analisis de inhibicién del aglutinador
de latex. El aglutinador es un polimero sintético que contiene copias multiples de la
parte inmunoreactiva de HbA1.. Este causa la aglutinacion del latex cubierto con
anticuerpos de HbA1: especificos monoclonales. Se siguid el procedimiento
sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche Hemoglobina Aic (HbA1c)
HA3830.

VIIL.3.5. Determinacién de marcadores bioldgicos de estrés oxidante.

VIIL.3.5.1. Lipoperoxidacion plasmatica.
La lipoperoxidacion lipidica se cuantificdé por el método del acido tiobarbiturico
(TBA). La prueba del TBA es el ensayo mas usado para la medicion de la
lipoperoxidacion. Durante la prueba, la muestra se traté con TBA a pH bajo; en la
reaccion del TBA, una molécula de malondialdehido (MDA) reacciona con dos
moléculas de TBA con la produccion de un pigmento rosa cuya absorcion maxima
es a los 532-535 nm.

Procedimiento: Se utilizé el método de Jentzsch (1996)'7°. Se recolectd sangre total
en tubos con anticoagulante, heparina o EDTA, se centrifuga inmediatamente la
sangre 10 min. A 3000 rpm para obtener el plasma al cual se le adicionaron 10 uL
de butil-hidroxitolueno (BHT) 2 mM por mL de sangre, para evitar la auto-oxidacién
de las muestras. Se colocaron 400 pyL de plasma con 50 pL de BHT (12.6 mmol/L) y
400 pL de acido ortofosférico (0.2M) se agitd en vortex 10 seg. y posteriormente se
adicionaron 50 uyL de TBA (0.11 mol/L), se agité en vortex por 10 segundos. Esta
mezcla se incubd por 45 min. a 90°C en un bano de agua, pasado este tiempo se

colocaron los tubos en hielo por 5 minutos para detener la reaccion.

Posteriormente se adicionaron 1000 uL de butanol en cada tubo y 100 uL de
solucion salina saturada, se agité vigorosamente por 30 seg, se centrifugd a 5000
rom 1 minuto, se pasé la fase de butanol a una celda y se midié la absorbancia a
535 nm y 572 nm usando un espectrofotometro marca Shimadzu UV-1600 Series
(Knauer, Japon)
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La concentracion de TBA que reacciona se calcul6 por medio de una curva estandar
de MDA, obtenida a partir del estandar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP)

Preparacion de la curva estandar:

Se prepararon las siguientes soluciones:

1.- TMP 1 mM. - Diluir 17 pL de TMP en 100 mL de agua bidestilada.

2.- TMP 0.2 mM.- Tomar un mL de TMP 1 mM y afiadir 4 mL de agua

bidestilada, se prepar6 cada vez que se uso.

3.- Se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de TMP, como se

describe a continuacion:

Tubo TMP (uL) H20 (mL) MDA (umol/L)
1 0 400 0

2 10 390 0.4

3 20 380 0.8

4 40 360 1.6

5 60 340 2.4

6 100 300 4

7 140 260 5.6

8 200 200 8

4.- A cada uno de los tubos de la curva se les da el mismo tratamiento que a

la muestra.

VIIL.3.5.2. Superéxido dismutasa (SOD).
Superoxido dismutasa (SOD): Se empled el equipo comercial Ransod (Randox
Laboratorios Ltd, UK). La técnica se basa en la reaccion entre la xantina y la xantina
oxidasa para generar radicales superoxido (O27). Los radicales superéxido
generados reaccionan con sales de p-iodonitrotetrazolio (INT) para producir el
colorante rojo formazan. La SOD presente en las muestras compite con el INT por

los radicales superoéxido y por tanto inhibe la produccion del colorante formazan. La
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SOD se mide por el grado de inhibicién de la formacién del colorante formazan, a
505 nm.

Procedimiento: Se tomaron 0.5 uL de sangre total y se lavaron los eritrocitos 3
veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9 %, centrifugando durante 10 min a 3000
rom en cada lavado. Al botdn de eritrocitos lavados se adicionaron 2 mL de agua
bidestilada fria, se mezclaron y se dejaron reposar durante 15 min a 4°C. Del lisado
se tomaron 0.100 mL y se diluyeron con 1.9 mL de tampdn de fosfato 0.01 mmol/L
pH 7.0. Para el ensayo se pipetearon 0.050 mL de muestra diluida y se adicionaron
1.7 mL de sustrato mixto (xantina 0.05 mmol/L, I:N:T: 0.025 mmol/L), después de
mezclar se agregaron 0.25 mL de xantin oxidasa (0.94 mmol/L). Se mezclo y se
registro la absorbancia A1 al cabo de 30 seg. y se empez6 a cronometrar el tiempo
simultdneamente para leer la absorbancia final A2 al cabo de 3 min frente al blanco
de agua a una longitud de onda de 505 nm. Para la lectura se usé un

espectrofotometro marca Shimadzu UV-1600 Series (Knauer, Japon).

VIII.3.5.3. Glutation peroxidasa (GPx).

Se empled el equipo comercial Ransel (Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: La cuantificacion de esta enzima se basa en el método desarrollado

por Paglia y Valentine 8 con base en la siguiente reaccion:

(GPx)

2GSH + ROOH - - GSSG + ROH + H20

(Glutation reductasa)

GSSG + NADPH + H*  —oeeeeeee N 2GSH + NADP*

GSH = Glutatién reducido ROOH = hidroperéxido

GPx = Glutation peroxidasa GSSG = glutatién oxidado
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La concentracién de GPx se evalud por la disminucién en absorcion a 340 nm,
debida a la oxidacion de NADPH a NADP*.

Procedimiento: Se colocaron 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1 mL de
solucién diluyente (proporcionada por Randox), se incubaron por 5 min. Después se
anadi6 1 mL de reactivo de Drabkin a doble concentracion. Las muestras se

analizaron en los siguientes 20 min.

Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de muestra diluida, 1 mL de reactivo de
trabajo (glutation 4 mmol/L, glutation reductasa > 0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L) y
0.04 mL de cumeno (hidroperoxido de cumeno 0.18 mmol/L). Se mezcld y se leyd
la absorbancia inicial al cabo de 1 min. y se empezdé a cronometrar
simultaneamente para leer de nuevo al después de 1 y 2 min. La cinética de esta
reaccion se leyd a 340 nm en un espectrofotometro marca Shimadzu UV-1600

Series (Knauer, Japon).

VIIL.3.5.4. Calculo de la razon SOD/GPx.

Relacion SOD/GPx: La relacion SOD/GPx es un indicador del funcionamiento del
sistema enzimatico, ofrece una estimacion del desequilibrio entre las enzimas, el
cual tiende a generar un aumento de radicales libres que no puede ser cubierto por

el segundo.®

VIIL.3.5.5. Capacidad antioxidante plasmatica total (CAT).
Analisis del estado de los antioxidantes totales: Se empled el equipo comercial

(Total antioxidant status, Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con perdxido de hidrogeno y ABTS para dar como resultado la
formacion del radical cation ABTS+. Este radical presenta una coloracion verde-
azulada, la presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta
coloracion siendo ésta proporcional a la concentracion de antioxidantes. La cinética

de la reaccion se mide a 600 nm.
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HX-Fe3* + H202 ---------- - X-(Fe** = Q) + H20

metamioglobina Peroxido de ferrilmioglobina
hidrogeno

ABTS + X-(Fe4+=0) -—mmemmmm- s ABTS** + HX-Fe3*

radical verde-azulado

Procedimiento: Se tomaron con una pipeta 0.02 mL de plasma y se adiciondé 1 mL
de cromdgeno, después de mezclar se prosiguid a la lectura de la absorbancia
inicial A1, después de esto se adicionaron 0.200 mL de sustrato, se empezd a
cronometrar para leer la absorbancia A2 al cabo de exactamente 3 min las lecturas
se realizaron a 600 nm. El espectrofotdmetro usado es marca Shimadzu UV-1600

Series (Knauer, Japon).

VII.3.5.6. Calculo de la capacidad antioxidante residual (GAP).
Se calcul6 a partir de la CAT en umol/L, las concentraciones de albumina y acido
urico en las mismas unidades y los valores de CAT en equivalente en Trolox (TEAC)

para albumina y acido urico, con base en la siguiente formula:

GAP antioxidante = CAT — [(albumina x TEAC) + (4cido Urico x TEAC)]82

El TEAC para albumina es 0.69 y para el acido urico es de 1.0.
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VIII.3.5.7 Calculo del nivel de estrés oxidante.

Para determinar la existencia de alteraciones en los parametros y determinar la
existencia de EOx se manejan como valores de corte los siguientes, obtenidos de
una poblacién de adultos jévenes de Actopan, Hidalgo.®

LPO pmol/L 2 0.34
SOD (U/L) <170
GPx (U/L) < 5500
SOD/GPx >0.023
CAT mmol/L <0.90
GAP pumol/L <190

Para determinar si los sujetos presentan EOXx, se ha obtenido 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 (en el caso de lipoperéxidos y la
razén SOD/GPx) o por debajo (todos los demas parametros) del valor de corte. Asi
el sujeto con todos los parametros alterados tiene un indice igual a 6 y EOx grave.

Para evaluar grados de EOx se ha generado una escala:

indice: 0 Sin EOx

indice: 1-2 EOx leve
indice: 3-4 EOx moderado
indice: 5-6 EOx grave

Finalmente se dicotomizé el indice para clasificar a los sujetos sin estrés o con

estrés, sin estrés cuando el indice esta entre cero y dos y con estrés con valores de

tres en adelante.®’

57



:%/7(/(‘ Q{/ﬂ/’//ﬂ /%/;/// ('/4//yr//(/(’

VIIl.3.6. Dano oxidativo al ADN por electroforesis unicelular alcalina.

Para analizar el dafio oxidativo al ADN se utilizo la técnica de Singh y cols.” Las
células se embebieron en microplacas con gel de agarosa. Para liberar el ADN de
los leucocitos, las microplacas se colocaron en la caja de electroforesis en una
solucién de NaOH (pH > 13) durante 30 minutos. La electroforesis se llevé a cabo
en condiciones alcalinas a 25 volts y 300 mAmp. ElI ADN se tefié con bromuro de

etidio y su migracion se midié en un microscopio de fluorescencia Nikon (Japon).

v Preparacion de las microplacas: Una alicuota de 10 uL de sangre heparinizada
se mezclo con 75 uL de agarosa de bajo punto de fusién (al 0.5% en PBS libre
de Ca*? y Mg*); 75 uL de esta mezcla se colocaron en un portaobjetos
esmerilado que contenia una capa de 120 uL de agarosa regular (al 75% en
PBS libre de Ca*? y Mg*?) solidificada previamente a 4°C e inmediatamente se
cubrié con un cubreobjetos. La preparacion se dejo solidificar a 4°C y se retiro el
cubreobjetos de cada microplaca. Posteriormente se adicionaron 75 pL de
agarosa de bajo punto de fusion y se dejo solidificar a 4°C cubriendo

nuevamente con un cubreobjetos.

v’ Lisis: Se retird el cubreobjetos de cada microplaca y se sumergieron en una
solucién de lisis preparada al momento de usarse (1 % de laurilsarcosianato de
sodio, 2.5 M NaCl, 10 mmol/L Na2EDTA, 10 mmol/L Tris-HCI pH 10, 1% triton y
10% DMSO). Dicha solucion tenia una temperatura de 4°C y las placas se
colocaron en ella por lo menos 1 hora protegidas de la luz, para evitar dafio al
ADN.

v' Desenrrollamiento y electroforesis: Después de la lisis las microplacas se
colocaron en una camara de electroforesis que contenia una solucion
amortiguadora pH 13 (1 mmol/L Na2EDTA, 300 mmol/L NaOH) permitiendo que
se desenrollara el ADN dafado por 20 minutos, posteriormente se efectud la
electroforesis por 20 minutos mas a 25 V y 300 mAmp. Las placas se

mantuvieron protegidas de la luz en todo momento.
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v Neutralizacién y fijacion: Concluido el tiempo, las microplacas se lavaron en una
solucion amortiguadora de neutralizacion (0.4 mol/L Tris-HCI, pH 7.5) 3 veces
por 5 minutos. Se eliminé el exceso de neutralizador y las microplacas se

sumergieron en metanol al 70% por 5 minutos.

v Tincién y observacién al microscopio: Una vez desecadas, las microplacas se
tineron con 75 uL de bromuro de etidio (20 pg/mL) se cubrieron con un
cubreobjetos y se observaron al microscopio de fluorescencia con un filtro de
excitacion de 515-560 nm utilizando el aumento 400 X. Finalmente, con un
ocular graduado se determiné la migracion del ADN en um en 100 células por
microplaca, para ello se considero el largo total (largo de la cabeza del nucleo +
largo de la estela del cometa). Se registrd si las células presentaron dafio o no.
A las células que no presentaron cometa (no migraron), sélo se les tomo la
medida de sus diametros, en cambio a las células que presentaron cometa se
les midio la longitud de la cola y el diametro de su cabeza, asi como su longitud

total.

v" Grados de dafo: Se dividié el dafio en categorias dependiendo de la longitud de
la cola formada luego de la electroforesis (migracion de ADN). Esta
categorizacion se realizé de acuerdo a los criterios propuestos por la Unidad de
Investigacion en Genética y toxicologia ambiental de la Unidad de Investigacion
Experimental Zaragoza, UNAM. 182 (Figura VII1.4.6.1).
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o Sin dafo (grado 0): Célula que no presentan cola.

o Danfo bajo (grado 1): Célula cuya cola tiene la longitud de hasta 1 cabeza

o Dafo medio (grado 2): Célula cuya cola mida la longitud de hasta 2
cabezas.

o Dafno alto (grado 3): Célula cuya cola mida la longitud de 3 cabezas o
mas.

.

Sin dafo Dafio bajo Dafno medio Dafio alto Dario alto
Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 3

Figura VIIl.3.6.1 Clasificacion para grado de dano al ADN a través de la técnica
de ensayo cometa (Modificado de Rodriguez-Mercado JJ).183

VIIL.3.7. Determinacion de marcadores biolégicos de inflamacion.

VIIL.3.7.1. Proteina C Reactiva (PCR).

Se uso el estuche comercial de (Randox Laboratories Ltd, UK) para PCR de alto
rango, cuya determinacion es turbidimétrica. La muestra reacciona con un
anticuerpo contra PCR unido a particulas de latex. La determinacion se basa en la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo la cual resulta en un incremento de la
turbidez el cual es medido como la cantidad de luz absorbida a 570 nm. Por
construccion de una recta con la absorbencia de las soluciones estandar, la
concentracion de la PCR en las muestras puede ser calculada. La determinacion se
llevd a cabo en el equipo automatizado Selectra Junior utilizando suero como
muestra.

Se consideraron como valores elevados de PCR > 0.6 mg/dL.

VIII.3.7.2. Cuantificacién de citocinas.

La concentracién de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 y TNFa) y antiinflamatoria
(IL-10) se midié utilizando el estuche y la técnica de Cytometric Bead Array (CBA)
Human Inflammatory Cytokines kit de BD. Las cuantificaciones se realizaron por el
método de citometria de flujo usando el citdmetro FACSAriall -P17700041 para la

medicion y el programa FCAP Array v3 (FACP Array, Becton, Dickinson and
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Company) para la conversion a pg/mL. Se realizaron los siguientes pasos para su

evaluacion:

1. Preparacion de los estandares. Se realizaron diluciones seriadas en el
siguiente orden 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256. En el tubo inicial se
colocaron 2 mL de solucion madre, luego se transfirieron 300 mL de dicha solucion

a los siguientes tubos, como se muestra en la figura VI1.3.7.1

300pL 300pL 300pL 300 L 300l 300kl 300l

TN YN TN Y

2.0mL .

\V

Estandar Dilucion  Dilucion  Dilucién  Dilucién Dilucién Dilucién  Dilucion Dilucion
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:356

Figura VIII.3.7.2: Preparacién de diluciones para citocinas a partir del
estandar
2. Preparacion de la mezcla de perlas: En un tubo se colocaron 5 uL de solucion de

cada perla de captura (IL-6, IL-8, IL-10 y TNFa) para tener una solucién de todas

ellas, luego se mezclaron suavemente.

Nota: Para realizar la curva estandar, se tomé6 de cada tubo de dilucion 25 ulL y se

colocé en un tubo eppendorf, siguiendo el mismo tratamiento que para las

muestras.

3. Preparacion de las muestras. En un tubo eppendorf se colocaron 25 uL de suero
desconocido y se adicionaron 25 uL de la mezcla de perlas a cada una de las
muestras, se mezclaron gentilmente. Se incubd el suero y las perlas durante 1.5

horas a temperatura ambiente y protegidas de la luz.
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4. Al término de la incubacion se realizé un primer lavado adicionando 500 uL de
amortiguador de lavado a cada tubo eppendorf y se centrifugé a 200 g durante 5
minutos. Se aspird cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo y se desecho,

dejando aproximadamente 50 uL de liquido en cada tubo.

5. Se adicionaron 25 uL de Human Inflammatory Cytokine PE Detection Reagent
(fluorocromo) a cada tubo de ensayo, se mezcld la solucién suavemente hasta
resuspender el boton formado. Luego se llevo acabo una segunda incubacion de las
muestras con el fluorocromo durante 1.5 horas a temperatura ambiente y protegidas

de la luz.

6. Una vez transcurrida ésta segunda incubacion, se realizé un segundo lavado
colocando 500 uL de amortiguador de lavado en cada tubo de ensayo, mezclando

suavemente y centrifugando a 200 g durante 5 minutos.

7. Se aspiré cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo y se desechd. Se
agregaron 150 pL de amortiguador de lavado a cada tubo de ensayo hasta

resuspender el botén.

8. El contenido de cada tubo se transvasé a un tubo de mayor capacidad y se

llevaron al citdmetro de flujo para su analisis y adquisicién de datos.

9. El analisis de datos se realizd6 mediante el uso de FCAP Array software para

convertir los eventos en concentraciones de pg/mL.
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VIll.4. Analisis estadistico.

Para realizar el analisis de los datos se empled el paquete estadistico SPSS version
15.0 Para las variables cuantitativas se calcularon el promedio y error estandar
(EE) como medidas descriptivas y para las variables cualitativas se obtuvieron

frecuencias y porcentajes.

Para comparacion entre grupos se realizd el analisis de varianza de medidas
repetidas (ANOVA de Medidas Repetidas) con un 95% de confianza y como

pruebas post- hoc Tukey.
Se obtuvieron las proporciones de la presencia de EOX, del dafo oxidativo al ADN
y de la magnitud del dafo celular en los grupos de estudio pre y post intervencion,

las cuales se compararon usando la prueba 2.

Por ultimo, se construyeron graficas de frecuencia acumulada en las cuales se

presenta el numero de células dafiadas por grupo de estudio.

Para todas las pruebas se consideré un valor de p< 0.05 como significancia

estadistica.
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IX. RESULTADOS.

En el cuadro I1X.1 se presentan los datos clinicos y antropométricos por grupos en el

cual se observa que los adultos mayores que realizaron Tai Chi y ejercicio

moderado no presentan diferencias significativas en comparacion con el grupo

control (sedentarios) en ningun parametro medido.

Cuadro IX.1 Parametros clinicos y antropométricos por grupos de estudio.

Variable Control Tai Chi Ejercicio
n= 37 n= 48 moderado
n=33

Edad (afos) 68.2 + 6.6 67.4+ 4.7 67.0 + 4.3
Peso (Kg.)

Pre-intervencion 68.0+1.5 69.7 £+ 1.7 66.7 £+ 1.9

Post-intervencion 68.9+ 1.6 69.3+1.8 66.6 + 1.8
IMC

Pre-intervencion 28.31+ 0.5 30.2+0.7 29.5+ 0.7

Post-intervencion 28.7 £ 0.6 30.0 £ 0.7 29.3+0.6
ICC

Pre-intervencion 0.97 + 0.01 0.94 +0.1 0.93 +0.1

Post-intervencion 0.95+ 0.01 0.94+ 0.1 0.97+ 0.1
TAS (mm Hg)

Pre-intervencion 131.8 + 2.6 127.6 £ 3.0 131.2+ 25

Post-intervencion 132.8 + 2.1 1294+ 2.4 129.0 + 2.0
TAD (mm Hg)

Pre-intervencion 76.3+1.0 786 +1.9 771+ 1.6

Post-intervenciéon 80.8+1.3 79.5+1.4 74.0+1.3

ANOVA de medidas repetidas.

post-hoc.

Promedio y error estandar.

Prueba Tukey como

IMC: indice de Masa Corporal, ICC: indice de circunferencia de cintura-cadera, TAS:
Tensidn arterial sistélica, TAD: Tension arterial diastdlica.
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Respecto a los parametros bioquimicos se observd una tendencia a la disminucion
en la concentracion de hemoglobina glicosilada en el grupo de Tai Chi respecto al
grupo control, en los demas parametros no se presentaron diferencias significativas
(Cuadro [X.2).

Cuadro IX.2 Parametros bioquimicos por grupos de estudio.

Variable Control Tai Chi Ejercicio
n= 37 n= 48 moderado
n=33

Glucosa (mg/dL)

Pre-intervencion 113.3+4.2 121.8+ 3.4 114 +1.7

Post-intervencion 109.4 + 4.3 120.0 £ 3.5 1159+ 5.4
Triglicéridos (mg/dL)

Pre-intervencion 184.2 + 12.7 191.7 £ 9.5 175.0 + 8.1

Post-intervencion 2141 +17.7 185.8 + 9.9 164.5 + 8.7
Colesterol (mg/dL)

Pre-intervencion 202.2 + 6.7 209.4+4.9 220.7 £ 6.2

Post-intervencion 192.2+7.3 210.1+ 4.6 219.4 + 5.2
HDL-Col (mg/dL)

Pre-intervencion 455+ 1.4 426+ 0.9 48.1+1.4

Post-intervencion 53.9+1.7 50.8 + 1.4 54.0 + 1.8
LDL-Col (mg/dL)

Pre-intervencion 120.0 + 5.4 132.6 + 3.2 130.5+ 5.2

Post-intervencion 100.2 + 5.7 120.1 + 3.6 124.8 + 3.5
HbA1c (%)

Pre-intervencion 7.0+ 0.3 8.2+0.3 6.4+0.2

Post-intervencion 6.9+0.4 7.3+0.3 8.2+0.3

Los datos presentados son promedios + error estandar.

repetidas. Prueba Tukey como post-hoc.
HDL-Col: Lipoproteinas de alta densidad, LDL-Col: Lipoproteinas de baja densidad,
HbA1c: Hemoglobina glicosilada.

ANOVA de medidas
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Con relacion a los marcadores de estrés oxidante pre y post intervencién asi como
el indice de estrés, se encontré una disminucion significativa en la actividad de GPx
junto a un aumento en la relacién SOD/GPx en el grupo que realizé actividad fisica
moderada. Asimismo, el grupo que practico Tai Chi presentd un incremento
significativo en la actividad antioxidante total en comparacién con el grupo control.
Igualmente el grupo de Tai Chi presentd una disminucién significativa en el indice

de EOx en comparacion con los dos grupos (Cuadro 1X.3).

Cuadro IX.3 Marcadores de estrés oxidativo por grupos de estudio.

Variable Control Tai Chi Ejercicio
moderado

Lipoperoxidos (umol/L)

Pre-intervencion 0.29 + 0.02 0.30 +0.01 0.32 +0.01

Post-intervencion 0.34 +0.01 0.33 +0.01 0.31 +0.01
SOD (UI/L)

Pre-intervencion 179.0 £+1.4 178.7 £ 1.8 172.2 +1.9

Post-intervencion 173.7+ 2.1 173.9 +£1.2 167.9 £ 2.4
GPx (UI/L)

Pre-intervencion 7670 + 856 7427 + 509 13403 + 847

Post-intervencion 9564 + 794 9616 + 501 10340 + 618
SOD/GPX

Pre-intervencion 0.030 +0.005 0.028 + 0.002 0.014 +0.001

Post-intervencién 0.025 + 0.004 0.021 + 0.001 0.017 £ 0.001*
CAT (mmol/L)

Pre-intervencion 0.85 +0.02 1.03 +0.04 1.00 +0.03

Post-intervencion 0.98 +0.04 1.28 + 0.02** 1.03 +0.04
GAP (umol/L)

Pre-intervencion 171.7 + 23.6 228.3 + 38.0 276.8 + 24.5

Post-intervencion 356.1 + 60.0 427.5 + 32.3 377.7 £ 32.0
indice EOXx

Pre-intervencion 2.69 £ 0.2 2.28+ 0.2 1.39+ 0.1

Post-intervencion 2.23+0.2 1.11 £ 0.1** 1.64 + 0.2

Los datos presentados son promedios + error estandar. ANOVA de medidas
repetidas. Prueba post-hoc Tukey *p<0.01., **p<0.001

SOD: Superoxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa,

CAT: Capacidad

antioxidante total, GAP: Brecha antioxidante, indice EOX: indice de estrés oxidativo
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Al analizar los datos y clasificarlos con EOx o sin EOx, después de la intervencion
se observd una disminucion significativa en la frecuencia de EOx en el grupo que
realizd Tai Chi (Pre-intervencion, 55.3% vs. Post-intervencion, 22.9, p<0.01), en

contraste el grupo de ejercicio moderado no presentd cambios significativos.
(Figura IX.1).

Frecuencia de estrés oxidativo pre y post intervencion

80 !
70| 553 56.3 576 62.2 58 3
60
50
% 40
30
20
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l Con EOx

pre post pre post pre post
Tai Chi Ejercicio moderado Control

Figura IX.1 Estrés oxidativo por grupo de estudio, pre y post intervencion. El
porcentaje de personas que presentaban estrés oxidativo y practicaron Tai Chi
durante 6 meses disminuyé significativamente (Pre-intervencién, 55.3% vs. Post-
intervencion 22.9%, p< 0.01) Prueba 2.
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Respecto a los marcadores de inflamacion crénica se encontré una disminucion

significativa en la IL-8 en el grupo que practic6 Tai Chi (Pre-intervencién, 3.6 + 0.3

vs. Post-intervencion, 1.6 + 0.2 pg/mL, p<0.001), a diferencia de los grupos de

ejercicio moderado y control (Cuadro 1X.4).

Cuadro I1X.4. Marcadores bioquimicos de inflamaciéon por grupos de estudio.

Variable Control Tai Chi Ejercicio
moderado

IL-6 (pg/mL)

Pre-intervencion 1.24 +0.10 0.97 £ 0.10 0.94 + 0.10

Post-intervencion 1.39 £ 0.20 1.28 £ 0.20 1.95+ 0.20
IL-8 (pg/mL)

Pre-intervencion 4.60 £ 0.50 3.60 +£ 0.30 2.30 + 0.40

Post-intervencion 5.90 + 0.70 1.60 + 0.2** 7.10 + 0.90
IL-10 (pg/mL)

Pre-intervencion 1.50 £ 0.05 1.60 £ 0.02 1.10 £ 0.15

Post-intervencion 1.40 + 0.08 1.00 + 0.10 1.50 + 0.10
TNF-a (pg/mL)

Pre-intervencion 1.90 + 0.02 2.10+0.20 1.74 + 0.08

Post-intervencion 1.80 + 0.05 2.00 + 0.20 1.62 + 0.04
PCR (mg/dL)

Pre-intervencion 0.21 £ 0.05 0.36 + 0.04 0.39 £ 0.05

Post-intervencion 0.23 +0.03 0.39 + 0.04 0.40 £ 0.06

Los datos presentados son promedios + error estandar. ANOVA de medidas

repetidas. Prueba post-hoc HSD Tukey **p <0.001.

IL-6: Interleucina 6, IL-8: Interleucina 8, IL-10: Interleucina 10, TNF-a: Factor de

necrosis tumoral alfa, PCR: Proteina C reactiva
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Para comparar entre los grupos de estudio la migracion del dafio al ADN en
micrometros, se estimaron las medias tanto de los nucleos como de los cometas,
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos

después del ejercicio fisico (Cuadro 1X.5).

Cuadro IX.5. Dafio al ADN por grupos de estudio.

Medida en um Control Tai Chi Ejercicio
n= 36 n= 47 moderado
n= 33
Nucleo
Pre-intervencion 21.6+£0.48 21.3+0.29 22.1+£0.37
Post-intervencion 21.7£0.42 20.6 £ 0.33 21.9+0.25
Cola
Pre-intervencion 10.8 £ 0.97 9.3+0.49 9.0 +£+0.76
Post-intervencion 8.9+0.78 8.6 +0.32 9.2+ 1.68

Los datos presentados son promedios + error estandar de las medidas de nucleos
y colas a través del ensayo cometa. ANOVA de medidas repetidas, Tukey como
post hoc. p >0.05
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Respecto al tipo de dafio en el ADN, se observé un aumento significativo en la
proporcion de personas que presentaban dafio oxidativo grado 1 (dafo bajo)
respecto a su medicion basal (23.1% vs. 75.8%) en el grupo de ejercicio fisico
moderado. El grupo control también mostré un incremento de la proporcion de
personas con dafo bajo (72.2% vs. 97.3%) luego de 6 meses. Por el contrario, en el
grupo que practicé Tai Chi, las proporciones de las personas con dafo grado 1 se

mantuvo sin cambios significativos (Cuadro IX.6).

Cuadro IX.6 Frecuencia de dafo oxidativo al ADN por grupos de estudio.

Grupo Sin Dano Con dafio n
(grado 1)
Control
Pre-intervencion 10 (27.8 %) 26 (72.2%) 36
Post-intervencion 1(2.7%)* 35 (97.3%)* 36
Tai Chi
Pre-intervencion 1(2.1%) 46 (97.9 %) 47
Post-intervencién 2 (4.2%) 45 (95.8%) 47
Ejercicio moderado
Pre-intervencion 26 (85.8%) 7 (23.1%) 33
Post-intervencion 8 (24.2%) 25 (75.8%) ** 33

x? intragrupo, significancia al 95%. * p<0.001, ** p< 0.001 proporcion pre-post
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Con relacién a la magnitud del dafo celular (numero de células dafadas) se
observé un aumento de personas con alta magnitud de dafio en el grupo control
después de 6 meses de seguimiento (47.2% vs 80.6%). Igualmente el grupo de
ejercicio fisico moderado mostré6 un aumento significativo en la proporcion de
personas con alta magnitud de dafo (3% vs 48.5%). En contraste el grupo de Tai

Chi no present6 cambios significativos (Cuadro IX.7).

Cuadro IX.7 Magnitud del dafio oxidativo al ADN por grupo de estudio.

Células con dafno al ADN

Grupo Sin Dafo Baja Magnitud Alta magnitud n
(1-5 células) (6 o mas células)
Control
Pre-intervencion 10 (27.8 %) 9 (25.0%) 17 (47.2%) 36
Post-intervencion 1(2.7%) 6 (16.7%) 29 (80.6%)* 36
Tai Chi
Pre-intervencion 1(2.1%) 3 (6.4%) 43 (91.5%) 47
Post-intervencion 2 (4.2%) 2 (4.2%) 43 (91.6%) 47
Ejercicio moderado
Pre-intervencion 26 (78.8%) 6 (18.2%) 1 (3.0%) 33
Post-intervencion 8 (24.2%) 9 (27.3%) 16 (48.5%)* 33

%2 intragrupo, significancia al 95%. * p< 0.05 proporcién pre-pos

En el analisis de la frecuencia del numero de células dafiadas por grupo de estudio,
se construyeron graficas en donde se puede observar el aumento de dafio en cada
grupo luego de la intervencion. En los 3 grupos se observa menor numero de
células dafiadas antes de la intervencién y un aumento luego del transcurso de 6
meses, sin embargo en el grupo que practicé Tai Chi el cambio es menos
acentuado, al contrario de los otros grupos en donde el cambio en el numero de

células dafadas es mas drastico (Figura IX.2).
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Figura 1X.2 Frecuencia acumulada de células con dafio al ADN por grupo de estudio. En la grafica C del
grupo que practicé Tai Chi se observa una disminucion en el niumero de células con dafio al ADN en
contraste con los grupos control (grafica A) y ejercicio moderado (grafica B).
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X. DISCUSION.

En México la prevalencia de personas que tienen sindrome metabdlico (SM) es
superior al 40% como consecuencia de los malos habitos alimenticios, factores

genéticos y estilos de vida.!"

Se ha vinculado al SM con algunas enfermedades cronicas de alta prevalencia en
la vejez como el cancer, enfermedad de Alzheimer, artritis, diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y enfermedades cardiovasculares, entre otras. Asimismo, el estrés oxidante
(EOx) es una de las alteraciones bioquimicas relacionadas con la etiologia y
complicaciones tanto del SM como de las enfermedades ya mencionadas. 15:2%:32.184

Existen varios estudios en los cuales se ha demostrado que el ejercicio fisico
moderado, definido como un tipo de actividad fisica que incluye movimientos
corporales planeados y repetitivos, es un factor importante en la prevencion y el
tratamiento de diversos padecimientos entre los que destacan la obesidad, la
hipertension, el SM, las hiperlipidemias, las enfermedades cardiovasculares y la
DM2.785-189 Ademas de que se ha observado que la practica regular de ejercicio
fisico moderado y una alimentacion saludable, tienen un efecto antiinflamatorio y

antioxidante.134.150

Se ha propuesto que el ejercicio fisico moderado tiene un impacto positivo sobre la
biologia del envejecimiento. En este sentido, se ha comprobado que la practica
regular de ejercicio fisico impacta sobre varios aspectos del envejecimiento y
contribuye a minimizar los cambios asociados a éste proceso, disminuye el riesgo
de enfermedades cronicas, propicia un bienestar psicosocial e incrementa la

longevidad.127:132-134.

Actualmente es comun la practica del Tai Chi en el ambito gerontoldgico, el cual es
reconocido como una modalidad de ejercicio fisico moderado, ya que es seguro con
caracteristicas aerobias y anaerobias, del cual se han documentado beneficios
fisicos, psicologicos y sociales para quienes los practican entre los que se pueden

destacar: disminucién de las caidas, mejora en el equilibrio, bienestar psicologico,
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asi como cambios positivos en marcadores biologicos entre los que destaca un

incremento en los niveles de antioxidantes.134.136-138

Por tal motivo, el propdsito del presente estudio fue determinar si la practica del Tai
Chi tiene un efecto positivo sobre los marcadores de EOX, inflamacién crénica y
dafio al ADN en personas adultas mayores que cursan con SM, considerando que
esta alteracion metabdlica podria ser un factor contribuyente para que aunada a los
procesos del EOx e inflammaging inherentes al envejecimiento constituyan factores

refractarios a los beneficios del ejercicio fisico moderado.

Es importante aclarar que los resultados de éste estudio muestran que la poblacion

se ajusta a los criterios propuestos por el ATP lll para el diagnéstico de SM.

En el presente estudio, luego de la intervencidn no se observd ninguna mejoria en
los parametros clinicos y antropométricos de los grupos de estudio, debido
probablemente al tiempo del programa de ejercicio fisico. En este sentido, se ha
demostrado que el ejercicio fisico moderado tiene un efecto positivo sobre el peso

corporal, IMC, presion arterial y concentracion de glucosa en sangre. 58 162, 166,169

Con relacién a los resultados obtenidos sobre las caracteristicas bioquimicas, se
observo una tendencia a la disminucidén en la HbA1c en el grupo que practicd Tai
Chi, lo cual concuerda con lo informado por Liu et al,'®® quienes observaron una
reduccion del nivel de HbA1c en adultos mayores que practicaban Tai Chi, y
reportaron que la practica de dicho ejercicio fisico puede contribuir a la disminucién
de la sobreexposicion a la glucosa.’® % En este sentido, muchos de los pacientes
que cursan con SM presentan picos de hiperglucemia, asimismo, se ha propuesto
que los desodrdenes observados en la hiperglucemia resultan de la sobreproduccion
del i6n superoxido por el transporte de electrones en la cadena respiratoria, ésta
sobreproduccidn genera desordenes metabdlicos que desencadenan en el
incremento de la formacion de productos finales de glucosilacion avanzada (AGEs)
y una acelerada glicacion, es por ello que actualmente se reconoce a la HbA1c
como un buen marcador de la sobreexposicion a la glucosa y por lo tanto, de una

tasa excesiva de glicacion.91.192
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Por otro lado, se ha informado que la practica del Tai Chi también puede influir en
cambios sobre el perfil lipidico,'9%162.163.166 gin embargo en nuestro estudio no se
muestran cambios significativos en dichos parametros, lo que probablemente se
debe a la naturaleza fisiopatoldgica del sindrome con el que cursan los participantes

y al tiempo en el que realizaron el ejercicio fisico.

Como se ha sefialado, el SM esta asociado con niveles elevados de EOx, ya que
en numerosos estudios se ha demostrado que la hipertrigliceridemia, la
hiperglucemia y la resistencia a la insulina estan estrechamente vinculadas con la
elevacion de los marcadores de EOx, asi como con una actividad antioxidante

deteriorada.’®?

Es importante resaltar que la exposicion de los organismos al EOx es una
consecuencia inevitable de su capacidad para producir energia a partir de la
actividad respiratoria y de varias de sus funciones fisiolégicas, sin embargo, la
elevada inestabilidad y reactividad de las EROs ha llevado a que su medicion en los
sistemas bioldgicos se realice por métodos indirectos que cuantifican los productos
derivados de reacciones como biomoléculas organicas.’ Tal es el caso de la
medicién de la actividad de enzimas antioxidantes intracelulares como la SOD, la
GPx y antioxidantes extracelulares como CAT y la GAP. En este sentido, en nuestro
estudio se encontrd un incremento significativo en la CAT aunado a una disminucion
del indice de EOx en el grupo que practicd Tai Chi, a diferencia de lo observado en
los grupos de comparacion (ejercicio moderado y control) que no presentaron
cambios significativos, lo cual es coincidente con lo observado por nuestro grupo de
investigacion en estudios realizados con adultos mayores sin SM que practicaron
Tai Chi.'%6.167 | a relevancia del presente hallazgo radica en que la practica de Tai
Chi durante la vejez tiene un efecto antioxidante mas eficaz que otros tipos de

ejercicio moderado.

En éste sentido, es importante sefalar que la evaluacion del EOx se debe realizar
de manera integral, pues es un proceso dinamico en el que los cambios deben
considerarse de forma conjunta ya que no existe un marcador definitivo que por si
solo permita evaluarlo.'® Al respecto, en lo referente al indice de EOx de los

grupos de estudio, encontramos que éste indice fue significativamente menor en el

75



:%/7(/(‘ Q{/ﬂ/’//ﬂ /%/;/// ('/4//y(//(/(’

grupo que practicéd Tai Chi, en comparacion con los grupos de ejercicio moderado
y el control.

En este sentido se ha demostrado que el ejercicio fisico moderado disminuye los
niveles de EOx al actuar como un antioxidante endogeno. Al respecto, se ha
sugerido que a pesar de que existe un aumento en la produccion de EROs durante
la actividad fisica, el musculo senescente tiende a disminuir la expresién de los
genes que codifican para enzimas antioxidantes, pues es probable que en éste

estado exista una disminucién de la capacidad para la sefializacion celular.®*

Por otro lado, se ha descrito que la actividad fisica moderada provoca un efecto
antioxidante, lo cual se refleja en el indice de EOx. Otro mecanismo que se ha
sugerido para explicar éste hecho se relaciona con la existencia de un proceso
adaptativo llamado hormesis, proceso que esta influenciado por el cambio en el
balance redox a favor de condiciones mas alcalinas en la célula. Las especies
reactivas que se generan durante el ejercicio fisico actian como una sefial
necesaria para la activacion de proteinas MAPK (como p38 y ERK1/ERK2) que a
su vez activan la transcripcion de factores sensibles al estado redox como NF-kB,
via activacion de la cinasa que fosforila al inhibidor de éste factor, el 1kB."® Los
efectos positivos del Tai Chi posiblemente se deben al mecanismo ya mencionado,
aunque se ha propuesto una hipétesis que se desarrolla a la par, en la que se
sugiere que la profunda meditacién incrementa los niveles de la hormona
dehidroepiandrosterona, un marcador de envejecimiento que ha sido vinculado con
un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes. Estas propuestas nos

sugieren que la practica del Tai Chi promueve una mejor respuesta antioxidante.'®
198

Con relacion al dafio oxidativo al ADN como marcador de estrés oxidante, existen
evidencias que muestran un incremento en el dafio en los linfocitos de pacientes
con SM en comparacion con los de personas sanas.'”?Este dafio se puede explicar
por la genotoxicidad a la gran cantidad de EROs que estan presentes en los AM
que padecen éste sindrome.'® En nuestros resultados no se observan cambios

significativos después de la practica del ejercicio fisico en los diametros de los
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nucleos de las células ni en las longitudes de las colas formadas en ninguno de los
grupos de estudio.

Sin embargo al clasificar a los pacientes de manera cualitativa respecto al dafio
presente en las células estudiadas, observamos que un alto porcentaje de los
participantes del grupo control que no presentaban ningun tipo de dafio al ADN
después de 6 meses de seguimiento, presentd dafo bajo. En el grupo que realizé
ejercicio fisico moderado también hubo un aumento significativo en la proporcién de
personas que presentaron dafo al ADN. Por el contrario, en el grupo que realiz6 Tai
Chi no se mostraron cambios significativos. Lo anterior podria sugerirnos que el
dafio al ADN en AM sedentarios con SM aumenta conforme pasa el tiempo pues no
hubo intervencién en ellos, y que en las personas que realizan Tai Chi, el dafo
permanece constante, por el contrario en quienes realizaron otra actividad el
sistema antioxidante no pudo contrarrestar el dafno al ADN. Estos hallazgos
sugieren que el Tai Chi protege en cierta medida al incremento en la frecuencia y
magnitud de dafno al ADN.

Uno de los mecanismos por los que se puede explicar el dafo al ADN en AM que
padecen SM implica una cascada de sehnalizaciones conocida como respuesta de
dafio al ADN en células senescentes.?® Este mecanismo propone que el estrés
induce la respuesta al dafio del DNA en células post mitéticas ligadas al SM; esto
ocurre porque los cambios fenotipicos en las células senescentes no ocurren en las
células quiescentes. Las células post mitéticas no pueden proliferar ni renovarse,
sino que estan obligadas a adaptarse al estrés, a fin de asegurar las funciones
vitales para todo el organismo. Una vez que son funcionalmente maduras, dichas
células generalmente son deficientes en la reparacién del ADN, proceso que se va
atenuando progresivamente durante la diferenciacion celular, incrementando asi la

vulnerabilidad para el dafio al ADN."99-201

Respecto a los marcadores de inflamacién crénica, se ha asociado al SM con un
estado proinflamatorio?92203 en éste estudio el perfil de marcadores de inflamacion
cronica encontrado en los AM que participaron es parecido al reportado en la
literatura aunque no idéntico.

Respecto a la concentracion de IL-8 en nuestro estudio, se observdé una
disminucién significativa en el grupo que realizé Tai Chi, efecto que no se observé

en los otros dos grupos. Esto concuerda con lo encontrado por Robins et al
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(2015),"" en donde describi6 que disminuian los niveles de interleucinas
proinflamatorias como interferén gamma, IL-8, IL-4 y TNF en mujeres con riesgo
cardiovascular que realizaron Tai Chi. No obstante, en nuestro estudio no se
observo disminucion significativa de ninguna otra citocina medida. Se ha descrito
que la practica de Tai Chi en personas saludables o con enfermedades cronicas
controladas promueve la disminucion de IL-6 y aumento de IL-10,(Rosado, 2011)'64,
aunque también existe evidencia de que la practica de dicho ejercicio se asocia a un
aumento de IL-6 y por ende a un estado proinflamatorio en sobrevivientes de
cancer.'®® En otro estudio realizado también en mujeres sobrevivientes de cancer
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en marcadores como
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 ni TNF-a respecto a la medicion basal.69

El envejecimiento se asocia a un estado proinflamatorio®-1%” y que el SM también
se acompana por un estado leve de inflamacion,?9%2%% por lo que creemos que la
disminucién de la quimocina IL-8 en nuestro estudio, muestra una disminucion de la
inflamacién de los pacientes que realizaron el Tai Chi, es probable que una
intervencién de mayor tiempo pudiera mostrarnos cambios significativos en los

demas marcadores.

Para finalizar, los resultados de nuestro estudio indican que se obtuvo un mayor
efecto antioxidante relativo a la actividad antioxidante total, asi como una
disminucién significativa de la IL-8 y disminucién en el numero de células con dafio

al ADN después de la practica de Tai Chi durante 6 meses.
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XI. CONCLUSIONES.
Hipétesis:
Considerando los estudios sobre el efecto antioxidante y antiinflamatorio de la
practica de Tai Chi en la vejez y en adultos con sindrome metabdlico, suponemos
que los adultos mayores con sindrome metabdlico que practiquen Tai Chi,
presentaran un aumento en la concentracion plasmatica de moléculas
antioxidantes, disminucion de citocinas inflamatorias y menor dafio oxidativo al ADN

que aquellos que no lo practiquen

Conclusiones:
¢ Nuestros hallazgos sugieren que la practica de Tai Chi tiene un efecto
antioxidante y antiinflamatorio en adultos mayores con sindrome metabdlico,
caracterizado por un incremento en la capacidad antioxidante plasmatica
total y por una disminucion significativa en la concentracion sanguinea de la
interleucina 8.
e Por otro lado, la practica de Tai Chi evita el incremento de dafo al ADN en

adultos mayores con sindrome metabdlico.

XIl. PERSPECTIVAS.

e Es conveniente incrementar el tamafio de la muestra y realizar un estudio de

seguimiento a 6, 12y 18 meses para confirmar nuestros hallazgos.

e Es necesario incluir otros mascadores de estrés oxidativo y daino al ADN para

clarificar los posibles mecanismos involucrados.

¢ Nuestros resultados apoyan la propuesta de indicar la practica del Tai Chi como

tratamiento complementario para el sindrome metabdlico en la vejez.
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XIV. ANEXOS.
ANEXO 1
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

EFECTO DEL TAI CHI EN LA SALUD DE ADULTOS MAYORES
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Antecedente

La actividad fisica tiene un efecto benéfico en la salud y bienestar de la persona.
Las investigaciones demuestran que la practica regular de ejercicio tiene efectos
protectores en diferentes érganos y sistemas.

El ejercicio fisico regular representa un método para limitar la inflamacion. Existe
evidencia creciente de que el ejercicio fisico tiene, entre otros beneficios, un efecto
anti-inflamatorio y bajas probabilidades de tener niveles elevados de PCR vy
leucocitos

Objetivo

Conocer el efecto de un programa de ejercicio en la salud de adultos mayores.

Condiciones para ingresar al estudio

Edad 60 — 74 afos

Sin distincion del sexo.

Clinicamente sanos o con enfermedades cronico-degenerativas controladas.
Compromiso de realizar 1h de Tai-Chi de lunes a viernes durante 6 meses.
Firmar o poner la huella digital en la carta de consentimiento informado.

Riesgos
No existe ningun riesgo para su salud, las tomas de muestras sanguineas seran
llevadas a cabo por personal experimentado con material nuevo y desechable

El programa de Tai Chi sera llevado a cabo por personal calificado.

Beneficios

Las pruebas no tendran ningun costo y los resultados de glucosa, perfil
lipidico, biometria hematica y de la evaluacién gerontoldgica integral se les
entregaran a los participantes para el control y vigilancia de su estado de salud.
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Confidencialidad

Toda la informacién obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que
soélo se le proporcionara al participante y a su médico tratante.

Preguntas

Toda duda que tengan los participantes durante el tiempo que de la investigacion,
la podran consultar con su médico tratante y con los integrantes de la Unidad de
Investigacion en Gerontologia.

Derecho a rehusar

La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Asi
mismo, puede decidir abandonar el estudio en el momento que usted lo
considere conveniente.

CONSENTIMIENTO

DECLARO QUE HE LEIDO O ME HAN LEIDO EN PRESENCIA DE UN FAMILIAR
RESPONSABLE EL CONTENIDO DEL PRESENTE DOCUMENTO, COMPRENDO
LOS COMPROMISOS QUE ASUMO Y LOS ACEPTO EXPRESAMENTE. POR
ELLO, MANIFESTO MI DESEO DE PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION CON
TiTULO: “EFECTO DEL TAI CHI EN LA SALUD DE ADULTOS MAYORES” Y
FIRMO VOLUNTARIAMENTE ESTE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de un familiar (testigo):

Nombre y firma del investigador: QFB. Taide Laurita Arista Ugalde

México, D.F. a de del 2013.

En caso de no saber leer y escribir poner huella digital en el

cuadro después de haberle leido el documento al participante

en presencia del testigo.

En caso de cualquier duda o sugerencia en relacién al proyecto comunicarse con:
Dr. Victor Manuel Mendoza Nufiez o

QFB. Taide Arista Ugalde

Unidad de Investigacién en Gerontologia, FES Zaragoza UNAM, México D.F.,

Tel. 015556230700, # 39182, o a los correos:

mendovic@servidor.unam.mx, tdlarista@gmail.com
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ANEXO 2.

BITACORA PARA REALIZAR LA FORMA 8 DE TAI CHI

CALENTAMIENTO

El calentamiento incluyen los movimientos a realizar antes de cualquier rutina de
ejercicio. Es indispensable que siempre se lleve a cabo ya que prepara al cuerpo
para esfuerzos mayores porque:

v'Eleva la temperatura corporal.

v'Eleva la frecuencia cardiaca.

v'"Mejora la distribucién de oxigeno y nutrimentos necesarios para llevar a cabo la
actividad Fisica.

v'"Mejora la contractilidad del musculo.

v'Mejora la elasticidad de todos los tejidos blandos con lo que se previenen

lesiones.

Para calentar adecuadamente se necesita por lo menos de 10 minutos, a fin de
tomar en consideracion todas las partes del cuerpo, y movilizar la mayor cantidad
de articulaciones.

Es importante llevar a cabo una sistematizacion por lo que a continuacion
sugerimos la siguiente rutina que debe empezar con la cabeza y terminar con los
pies. Algunos entrenadores sugieren realizarla en sentido contrario.

Todos los movimientos implican la realizacion de varias repeticiones y su numero
depende del tiempo que se disponga para el calentamiento; de esta manera se
pueden hacer 8, 10, o mas repeticiones. La actividad que se realiza para el
calentamiento debe empezar suavemente y poco a poco incrementar la intensidad

sin llegar a ser brusca.

La posicion inicial debe ser parada con los pies ligeramente separados a una
distancia paralela a los hombros. En algunos movimientos las manos se pueden
poner en la cintura ya que proporciona seguridad, o dejar los brazos a lo largo del

cuerpo realizando un balance natural.
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Cabeza
1. Decir que si: Flexién y extension de la cabeza hacia delante y hacia atras (en el
caso de los adultos mayores no es conveniente llevar la cabeza exageradamente

hacia atras, ya que se puede perder el equilibrio y caer).

2. Decir que no: movimientos laterales de la cabeza hacia la izquierda y hacia la
derecha. Pedir a los adultos mayores que no arrastren la mirada porque también
puede provocar mareo, por lo tanto deben de mirar hacia un punto fijo cada vez que
volteen la cabeza.

3. Rodar la cabeza sobre los hombros, primero hacia la derecha y luego hacia la

izquierda.

Brazos

1. Encoger los hombros: colocar las manos en la cintura, levantar los hombros, subir
y bajarlos suavemente, haciendo las repeticiones establecidas.

2. Rodar los hombros: en la misma posicién llevar los hombros hacia adelante
rodandolos y posteriormente rodarlos hacia atras haciendo el mismo numero de
repeticiones.

3. Estirar los brazos alternadamente (primero uno y luego el otro) hacia arriba de la
cabeza, hacer las repeticiones y luego llevarlos hacia adelante, tratando de alcanzar
la mayor distancia posible.

4. Flexion de codos: con los brazos a lo largo del cuerpo, flexionar y estirar los
codos. Este movimiento se puede realizar simultaneamente ambos brazos o

primero uno y después el otro.

Manos

1. Con los brazos extendidos, flexionar y extender las mufecas con los pufos
cerrados y después con las manos abiertas.

2. En la misma posicion mover las muiecas como si se estuvieran agitando los
dados para tirarlos.

3. Abrir y cerrar las manos (haciendo un pufio), contrayendo vigorosamente los
musculos de las manos.

4. Separar y juntar los dedos de las manos.

5. Mover las muiiecas en forma rotatoria, hacia afuera y luego hacia adentro.
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Columna toracica, dorsal y lumbar

1. De pie, se flexiona la columna hacia adelante hasta alcanzar aproximadamente
90°.Hacer los movimientos de flexion y extensién suavemente. Aqui es necesario
mantener siempre la vista hacia adelante y no bajar la cabeza ni mirar hacia el
suelo; esta instruccidn es especialmente importante para los diabéticos u otros
pacientes con diagndstico de retinopatia, ya que la atraccién de la gravedad puede
ayudar al desprendimiento de la retina.

2. Con las manos en la cintura flexionar el cuerpo lateralmente hacia la derecha y
luego hacia la izquierda.

3. Poner las manos a los lados de la cabeza por atras de las orejas y repetir la
flexion lateral hacia la derecha y luego hacia la izquierda

4. Subir las manos colocando los brazos a los lados de la cabeza y tomar el pulgar
de una mano con la otra; hacer las flexiones laterales jalando con una mano la otra,
a fin de que se hagan mas pronunciadas las flexiones. Aqui se puede utilizar un
bastéon (palo de escoba de 60-70 cm de largo aproximadamente en lugar de
agarrarse el dedo de la otra mano.

5. Con los brazos estirados en igual posicidén a la anterior, girar el cuerpo hacia la

derecha y luego hacia la izquierda.

Cadera, rodillas y tobillos

1. Con las manos en la cintura y los pies ligeramente abiertos, flexionar y estirar
ligeramente la cadera y las rodillas.

2. Con las manos en la cintura levantar y bajar hacia delante la pierna derecha
doblando la cadera y la rodilla, hacer las repeticiones establecidas y luego realizar
el movimiento con la otra pierna. Al inicio del programa de entrenamiento se puede
hacer este movimiento alternadamente: una flexion con la derecha y otro con la
izquierda hasta completar el numero de repeticiones.

3. Levantar hacia delante la pierna derecha doblando la cadera y la rodilla, abrir la
pierna flexionada llevandola lateralmente y luego bajarla a la posicidon inicial.
Realizar los movimientos siguiendo las instrucciones del ejercicio anterior.

4. Con los brazos a lo largo del cuerpo realizar el movimiento anterior y en el
momento de la flexion, llevar los brazos hacia delante para volverlos a la posicidon

inicial cuando se estiren las piernas.
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5. Con las manos en la cintura flexionar y estirar ligeramente la cadera y las rodillas
estirando los brazos lateralmente.

6. Con las manos en la cintura flexionar y estirar ligeramente la cadera y las rodillas
estirando los brazos lateralmente y luego llevarlos arriba de la cabeza golpeando las
palmas.

7. Desplantes hacia delante. Marchar en su sitio al compas de la musica y después
de cada tres pasos llevar hacia delante una pierna y después de otros tres pasos la
otra pierna.

8. Desplantes hacia los lados. Igual que el anterior, pero en lugar de llevar la pierna

hacia delante, llevarla hacia los lados.

El calentamiento finaliza con marcha sobre su lugar sin desplazarse durante un

minuto para continuar con la ejecucion de la forma 8 de Tai Chi Chuan.

Forma numero 8 de Tai Chi (Sin contar el inicio y el cierre):
Inicio
Retroceso del mono (Girar los brazos al revés)
El anciano cierra la puerta (Cepillar la rodilla y empujar hacia adelante)

Acariciar la crin del caballo salvaje

1

2

3

4

5. Mover las manos como nubes

6. El gallo dorado se levanta sobre una pata
7. Patada de talon

8. Coger la cola del gorrion

9. Manos en cruz

1

0.Cierre
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ENFRIAMIENTO

El enfriamiento es necesario para evitar bajas subitas de la presion sanguinea vy
mareos, por lo que se realizara con los mismos movimientos que se llevan a cabo
para el calentamiento, pero a la inversa con el fin de ir bajando poco a poco la
frecuencia cardiaca y la frecuencia respiratoria.

En esta etapa se pueden realizar estiramientos un poco mas intensos y prolongados
(10 segundos para cada estiramiento) por lo que no es necesario realizar todos los
movimientos que se hicieron en el calentamiento. Se recomienda que los
estiramientos se realicen en esta etapa de la sesion de entrenamiento porque los
tejidos se encuentran trabajados y existe menos peligro de lesion (distension,
desgarro).

EJERCICIOS DE ENFRIAMIENTO

1. Flexionar el tronco hacia adelante, bajar los brazos, inspirar e ir subiendo
sosteniendo el aire, subir los brazos por encima de la cabeza y bajarlos lentamente
y exhalar. Repetir cuatro veces.

2. Flexionar el tronco hacia adelante, sin mirar el piso y estirar alternadamente
brazo derecho e izquierdo como empujando con las manos, 8 veces.

3. Con las manos en la cintura hacer media sentadilla, repetir ocho veces.

4. Mover la cintura, balanceando la cadera, con las manos en la cintura hacia la
izquierda y la derecha, 8 veces.

5. Patear suavemente hacia el frente, de manera alternada pierna derecha e
izquierda, 16 tiempos.

6. Flexionar el tronco hacia adelante, bajar los brazos y abrir y cerrar las manos, 4
tiempos y repetir 4 veces.

7. Hacer desplantes hacia adelante, flexionando la pierna derecha y regresar al
centro, 8 veces y repetir el mismo movimiento con la pierna izquierda.

8. Hacer desplante hacia el lado derecho, flexionando la pierna derecha y estirando
ambas manos hacia el frente, ocho tiempos, regresar al centro y repetir toda la serie
hacia el lado izquierdo.

9. Con las manos en la cintura, respirar profundamente, con los ojos cerrados, 8

tiempos.

Para el grupo que realiza otra actividad se practicaran 3 dias caminata con
intensidad moderada (6 km/hora aproximadamente) y 2 dias la practica de danzén.
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Anexo 3
Datos desglosados de las células contadas por grupo de estudio mediante el
ensayo cometa

PRE [CONTROLES! PosT ~ CONTROLES
Sin Con Promedio Sin Con Promedio #cometa #cometa

Folio cometa Cometa Cometa cometa Cometa Cometa inicio final diferencia
1 98 2 8.8 97 3 5.8 0 1 1
2 85 15 7.0 100 0 6.5 0 10 10
3 53 47 7.7 90 10 7.8 0 23 23
4 59 41 7.5 86 14 7.9 0 96 96
5 39 0 0.0 90 10 8.3 0 5 5
6 99 1 12.5 91 9 6.1 0 25 25
7 54 1 7.5 98 2 7.5 0 13 13
8 81 19 8.3 74 16 7.0 0 12 12
9 31 0 0.0 52 1 7.5 0 55 55
10 21 0 0.0 77 23 8.2 0 50 50
11 66 34 8.5 80 20 8.0 1 2 1
12 33 67 10.4 49 15 7.0 1 9 8
13 38 62 17.3 59 17 9.4 1 41 40
14 14 46 12.9 24 76 21.2 1 95 94
15 100 0 0.0 4 96 18.3 2 3 1
16 99 1 10.0 59 41 9.2 3 6 3
17 48 1 5.0 5 95 18.6 4 31 27
18 48 0 0.0 54 5 8.0 5 38 33
19 95 5 10.0 62 38 17.6 5 7 2
20 91 9 8.9 57 43 12.0 6 34 28
21 95 5 8.0 97 3 7.5 6 o4 88
22 93 7 13.6 22 78 8.8 7 78 71
23 97 3 21.7 94 6 7.1 9 43 34
24 77 23 14.0 65 35 7.2 15 0 -15
25 94 6 10.4 66 34 7.6 18 32 14
26 55 18 7.5 68 32 7.7 19 16 -3
27 59 41 8.2 46 54 8.4 23 35 12
28 74 26 12.4 84 16 7.2 26 16 -10
29 96 4 27.5 69 31 6.7 34 20 -14
30 100 0 0.0 75 25 8.2 41 14 -26
31 100 0 0.0 87 13 6.9 41 54 13
32 100 0 0.0 88 12 6.7 46 76 30
33 92 0 0.0 45 55 9.0 47 10 37
34 100 0 0.0 50 50 7.9 57 3 -54
35 42 57 9.3 97 3 5.0 62 17 47
36 94 6 5.8 94 6 6.7 67 17 -50
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PRE TAICHI | POST TAI CHI
Promedio Promedio #cometa #cometa

Sin Con de Sin Con de inicio final diferencia
Folio Cometas Cometas cometas Cometas Cometas cometas 0 40 40
1 69 31 12.1 84 16 6.1 3 51 48
2 70 29 14.1 88 12 6.0 4 88 84
3 75 25 6.7 36 64 7.8 5 34 29
4 47 53 12.1 100 0 0.0 6 78 72
5 93 7 10.0 8 89 13.3 6 62 56
6 44 8 4.7 0 100 18.1 6 38 32
7 97 3 9.2 51 49 7.7 6 80 74
8 90 10 12.8 58 42 6.5 6 69 60
9 94 6 115 22 78 9.5 7 89 82
10 94 6 12.9 38 62 9.4 7 40 33
11 93 7 11.8 60 40 8.1 8 100 92
12 52 48 9.4 24 5 8.5 9 77 68
13 82 18 6.8 21 79 8.6 9 64 55
14 81 19 9.3 31 69 7.9 10 42 32
15 96 4 6.3 12 88 7.6 11 0 11
16 94 6 7.9 62 38 7.4 13 5 -8
17 82 18 7.2 57 43 7.4 14 28 14
18 55 45 6.7 45 55 10.3 17 43 26
19 19 68 6.5 33 67 9.5 18 64 46
20 79 21 7.6 9 91 111 18 73 55
21 94 6 5.8 20 80 111 18 43 25
22 16 84 11.2 58 42 7.6 18 79 61
23 23 77 10.1 24 76 9.2 19 67 48
24 30 70 11.8 39 61 8.2 21 91 70
25 58 42 9.5 45 55 7.2 25 64 39
26 44 56 9.9 53 47 71 29 12 17
27 62 38 9.0 67 33 7.4 31 16 15
28 40 60 10.1 60 40 7.3 31 54 23
29 43 57 9.7 60 40 7.2 38 33 5
30 46 54 9.4 63 37 7.2 42 55 13
31 54 46 8.3 72 28 7.3 44 55 11
32 11 89 18.4 75 25 6.7 45 55 10
33 16 84 17.7 64 36 6.5 46 28 18
34 21 79 15.8 71 29 7.2 48 5 43
35 83 17 5.0 56 43 8.5 53 0 53
36 91 9 5.3 36 64 7.8 54 37 17
37 82 18 5.1 36 64 8.8 56 47 9
38 82 18 6.9 27 73 8.5 57 40 17
39 91 9 7.5 23 77 8.9 60 40 20
40 69 31 5.0 46 54 8.2 68 67 1
41 94 6 8.3 31 69 9.3 70 61 9
42 100 0 0.0 60 40 8.9 77 76 1
43 95 5 7.5 62 34 11.8 79 29 50
44 56 44 11.4 48 52 8.0 84 36 48
45 89 11 7.7 100 0 0.0 84 42 42
46 86 14 11.4 72 28 121 89 25 84
47 87 13 6.0 29 5 8.5
Prom. 68.3 31.1 9.1 46.6 51.6 8.6
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OTRA OTRA ACTIVIDAD

PRE ACTIVIDAD POST 4cometa #oometa

sin Con (F;(raomedm sin Con (F;;omed'o inicio final Diferencia
Folio Cometas Cometas cometas Cometas Cometas cometas 0 0 0
1 100 0 0 45 0 0.0 0 0 0
2 100 0 0 48 0 0.0 0 0 0
3 99 1 8.0 95 5 7.1 0 0 0
4 100 0 0 94 6 7.9 0 0 0
5 100 0 0 99 1 75 0 0 0
6 100 0 0 84 16 7.0 0 0 0
7 99 1 9.0 78 22 8.1 0 0 0
8 100 0 0 96 4 8.8 0 0 0
9 100 0 0 90 10 6.3 0 0 0
10 100 0 0 94 6 8.3 0 0 0
11 100 0 0 08 2 10.0 0 0 0
12 o1 0 0 92 8 8.4 0 0 0
13 100 0 0 93 7 8.9 0 0 0
14 100 0 0 08 2 8.8 0 0 0
15 100 0 0 08 2 6.3 0 0 0
16 100 0 0 100 0 0.0 0 0 0
17 100 0 0 100 0 0.0 0 0 0
18 100 0 0 89 11 7.7 0 0 0
19 87 0 0 62 38 11.2 0 0 0
20 100 0 0 92 8 78 0 0 0
21 97 0 0.0 95 5 9.0 0 0 0
22 100 0 0.0 100 0 0.0 0 0 0
23 100 0 0.0 71 0 0.0 0 0 0
24 100 0 0.0 84 16 7.7 0 0 0
25 100 0 0.0 95 5 6.5 0 0 0
26 100 0 0.0 100 0 0.0 1 5 4
27 08 2 8.8 87 13 6.9 1 22 21
28 100 0 0.0 66 34 9.9 1 28 27
29 99 1 75 72 28 8.4 2 13 11
30 47 2 9.8 73 27 12.4 2 27 25
31 100 0 0.0 94 6 7.9 S 0 -5
32 95 5 10.0 100 0 0.0 44 3 -41
33 56 44 9.8 97 3 6.7

98.2 8.3 9.0 90.5 10.6 9.
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Otra Actividad
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Micras

Nucleo
19.3
20.8
20.8
20.8
18.1
18.3
20.9
22.3
25.6
252
221
22.4
221
19.1
17.3
25.7
17.9
184
23.6
21.3
19.5
19.7
194
21.8
21.8
18.8
21.7
254
231
20.6
235

Cola
8.8
7.0
7.7
7.5
0.0

12.5
7.5
8.3
0.0
0.0
8.5

10.4

17.3

12.9
0.0

10.0
5.0
0.0

10.0
8.9
8.0

13.6

21.7

14.0

10.4
7.5
8.2

12.4

27.5
0.0
0.0

PRE

Total
19.3
21.0
21.5
215
18.1
18.5
21.0
23.1
25.6
25.2
23.2
25.7
31.8
28.5
17.3
25.7
18.0
18.4
23.7
21.5
19.7
20.3
20.0
23.5
21.9
191
23.0
26.3
237
20.6
235

%células

sin dafo
98
85
53
59
100
99
92
81
100
100
66
33
32
23
100
99
98
100
95
91
95
93
97
76
94
75
59
74
96
100
100

CONTROLES
con
dafo n
2 100
15 100
47 100
41 100
0 39
1 100
2 55
19 100
0 31
0 21
34 100
67 100
68 91
77 60
0 100
1 100
2 49
0 48
5 100
9 100
5 100
7 100
3 100
24 100
6 100
25 73
41 100
26 100
4 100
0 100
0 100

% cel

dafo bajo
100
100
100
100
0
100
100
95
0

0
100
100
82
98

100
100

100
100
100

86

67
100
100
100
100
100
100

dafo
medio Total
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Micras

Nucleo
217
18.9
23.0
25.5
24.9
20.5
21.9
18.3
17.4
24.1
20.5
19.8
19.2
25.8
23.8
20.7
26.5
18.1
22.8
28.5
20.3
21.6
18.8
21.8
21.5
18.2
21.9
20.7
18.7
23.1
22.3

POST

Cola
5.8
6.5
7.8
7.9
8.3
6.1
7.5
7.0
7.5
8.2
8.0
7.0
9.4

21.2
18.3
9.2
18.6
8.0
17.6
12.0
7.5
8.8
71
7.2
7.6
7.7
8.4
7.2
6.7
8.2
6.9

Total
217
19.3
23.1
25.6
24.9
20.6
22.0
18.6
17.5
24.0
22.2
19.9
204
35.9
34.0
22.8
33.4
18.5
29.8
28.8
20.4
23.3
18.9
22.0
22.0
19.6
23.3
20.9
19.3
23.9
22.5

%células

sin dafo

97
100
90
86
90
91
98
83
98
77
80
77
78
24
4
59
5
915
38
57
97
22
94
65
66
68
46
84
69
75
87

con dafo

3

0
10
14
10

9

2
18

2
23
20
23
22
76
96
41
95
8.5
62
43

3
78

6
35
34
32
54
16
31
25
13

n

100
100
100
100
100
100
100

90

53
100
100

64

76
100
100
100
100

59
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

-%(/(‘ EZZ//////(/ e%)l)’/ﬂ C//&ﬂ/{/{’

% cel

dafio bajo medio Total

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

86

99
100
100
100

94
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

dafno

O O O O O OO oo o o o o o

N
n

O O O O O OO OO O o o o o o o -~
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32
33
34
35
36
Promedio

O NOoO OOk WDN -

N DM NN - A A A @A A A A -
WN-_2 O 0o ~NO”TOPWDN-OO©

26.5
31.6
20.6
22.7
21.8
21.6

Micras

Nucleo
23.3
26.2
20.0
24.0
20.2
16.2
19.2
21.0
22.9
22.4
21.5
23.4
20.8
21.2
19.2
20.9
20.8
21.6
21.0
21.4
20.3
20.9
22.0

0.0
0.0
0.0
9.3
5.8
10.8

Cola
12.1
14.1

6.7
12.1
10.0

4.7

9.2
12.8
115
12.9
11.8

9.4

6.8

9.3

6.3

7.9

7.2

6.7

6.5

7.6

5.8
11.2
10.1

26.5
31.6
20.6
25.6
22.0
22.7

PRE

Total
24.3
27.0
20.7
25.6
20.5
16.9
19.3
21.7
23.0
22.7
21.8
24.8
211
21.9
19.3
211
21.2
22.6
21.8
22.2
20.5
26.0
25.0

100
100
100

42
94
83.3

%células

sin dafio
69
70
75
47
93
85
97
90
94
94
93
52
82
81
96
94
82
55
22
79
94
16
23

57

16.5

con
dafio
31
29
25
53

15

10

48
18
19

18
45
78
21

84
77

100

92

100
100 98
100 100
97.5

TAI CHI
dafno
n bajo

100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
52 100%
100 100%
100 90%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
100 100%
87 100%
100 100%
100 100%
100 94%
100 97%

2 ©O 0o o oo
N O N O O O

% cel

dafio

medio Total
0

O O O o oo

—
o
o X

O OO OO OO0 oo oo

o

o2}
X
O OO 0O OO0 O0DO0OD0ODO0O00O0D0O0OO0OO0O OO OoOOoOOo

3%

22.4
214
221
22.0
22.4
21.7

Ndcleo
191
17.3
21.6
18.1
15.3
18.1
21.6
194
20.8
21.5
20.6
16.5
19.8
21.7
21.7
18.9
19.7
23.3
22.6
22.5
251
211
21.4

6.7
9.0
7.9
5.0
6.7
8.9

Micras

Cola
6.1
6.0
7.8
0.0

13.3
18.1
7.7
6.5
9.5
9.4
8.1
8.5
8.6
7.9
7.6
7.4
7.4
10.3
9.5
111
111
7.6
9.2

22.8
245
241
22.0
22.6
23.2

POST

Total
19.3
17.9
22.6
18.1
28.2
36.2
22.0
20.0
24 .4
24.0
21.9
17.6
22.2
22.7
23.1
20.0
20.9
24.8
24.0
26.4
26.9
221
23.6

88
45
50
97
94
714

sin
dafio
84
88
36
100

51
58
22
38
60
83
21
31
12
62
57
45
33

20
58
24

12
55
50

28.6

%células
con

dafio

16

12

64

0

94

100

49

42

78

62

40

17

79

69

88

38

43

55

67

91

80

42

76

n
100
100
100

10
100
100
100
100
100
100
100

29
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

_%,/(, @)//r//«/ e//f}///;l/r/ C//&(l/{/{’

100
100
100
100
100

99.4

dafo
bajo

100%
100%
100%
0%
95%
93%
100%
100%
100%
98%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
100%

% cel
dafio
medio

O OO 200000000 ONOCOONMNOOOO

~N ©O O O o o

Total

O O O OO OO0 OO0 O0OO0DO0ODO0OO0D0O0O0OO0O0OO0O WwWOoOOoOoo

o O O o o o
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24 215 11.8 25.6 30 70 100 100% 0 0 19.2 8.2 212 39 61 100 100% 0 0
25 226 95 24.0 58 42 100 100% 0 0 20.6 72 213 45 55 100 100% 0 0
26 21.8 99 24.0 44 56 100 100% 0 0 21.2 71 215 53 47 100 100% 0 0
27 214 9.0 22.7 62 38 100 100% 0 0 20.4 74 21.0 67 33 100 100% 0 0
28 21.6 101 241 40 60 100 100% 0 0 20.9 73 215 60 40 100 100% 0 0
29 223 97 25.3 43 57 100 100% 0 0 20.1 72 211 60 40 100 100% 0 0
30 220 94 245 46 54 100 100% 0 0 20.7 72 214 63 37 100 100% 0 0
31 219 83 23.9 54 46 100 100% 0 0 17.5 7.3 187 72 28 100 100% 0 0
32 23.6 184 34.7 11 89 100 72% 28% 0 21.0 6.7 214 75 25 100 100% 0 0
33 26.4 17.7 33.8 16 84 100 80% 20% 0 19.3 6.5 20.0 64 36 100 100% 0 0
34 26.7 15.8 31.4 21 79 100 92% 8% 0 22.0 72 223 71 29 100 100% 0 0
35 195 5.0 20.0 83 17 100 100% 0 0 21.0 85 229 44 56 100 98% 0 2
36 193 53 19.5 91 9 100 100% 0 0 21.0 7.8 221 36 64 100 100% 0 0
37 186 5.1 19.2 82 18 100 100% 0 0 21.9 8.8 238 36 64 100 98% 2 0
38 202 6.9 20.3 82 18 100 100% 0 0 19.6 85 226 27 73 100 100% 0 0
39 188 7.5 19.2 91 9 100 100% 0 0 21.5 89 233 23 77 100 100% 0 0
40 20.7 5.0 21.2 69 31 100 100% 0 0 21.7 8.2 226 46 54 100 100% 0 0
41 19.0 8.3 19.2 94 6 100 100% 0 0 20.3 9.3 229 31 69 100 97% 0 3
42 204 0.0 20.4 100 0.0 100 0% 0 0 21.4 89 224 60 40 100 100% 0 0
43 189 75 19.0 95 5 100 100% 0 0 255 11.8 293 62 34 100 59% 29 12
44 227 114 24.7 56 44 100 100% 0 0 21.4 8.0 224 48 52 100 100% 0 0
45 213 1.7 21.3 89 11 100 100% 0 0 16.9 0.0 169 100 0 100 0% 0 0
46 194 114 20.5 86 14 100 100% 0 0 27.9 121 283 72 28 100 100% 0 0
47 19.0 6.0 19.6 87 13 100 100% 0 0 17.0 8.5 17.7 85 15 34 100% 0 0
Promedio 21.3 93 22.7 68.4 32.3 984 125 0 20.6 86 225 50.6 52.5 99% 7.2 5
PRE OTRA ACTIVIDAD POST
Micras %células % cel Micras Y%células % cel
con dafno  dafo sin con dafio dafo
Nucleo Cola Total sindano dafio n bajo medio Total Nucleo Cola Total ~dano dano n bajo medio  Total

1 22.4 0 22.4 100 0 100 0 0 0 19.2 0.0 19.2 100 0 45 0 0 0
2 21.6 0 21.6 100 0 100 0 0 0 18.8 0.0 18.8 100 0 48 0 0 0
3 20.4 8.0 20.4 99 1 100 100 0 0 23.3 71 23.5 95 5 100 100 0 0
4 221 0 221 100 0 100 0 0 0 22.2 79 225 94 6 100 100 0 0
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

19.2 0 19.2 100 0 100 0 0 0 19.9 75 20.0 99 1 100 100 0 0
19.6 0 19.6 100 0 100 0 0 0 21.9 7.0 231 84 16 100 100 0 0
23.7 9.0 23.7 99 1 100 0 100 0 23.0 8.1 234 78 22 100 100 0 0
221 0 221 100 0 100 0 0 0 22.7 8.8 228 96 4 100 100 0 0
21.0 0 26.0 100 0 100 0 0 0 21.8 6.3 224 90 10 100 100 0 0
21.9 0 21.9 100 0 100 0 0 0 231 83 233 94 6 100 100 0 0
24.0 0 24.0 100 0 100 0 0 0 23.0 10.0 23.1 98 2 100 100 0 0
24.6 0 24.6 100 0 91 0 0 0 227 84 229 92 8 100 100 0 0
23.2 0 23.2 100 0 100 0 0 0 21.9 89 226 93 7 100 100 0 0
22.0 0 22.0 100 0 100 0 0 0 23.0 8.8 23.0 98 2 100 100 0 0
255 0 255 100 0 100 0 0 0 21.9 6.3 22.0 98 2 100 100 0 0
22.0 0 22.0 100 0 100 0 0 0 21.3 0.0 213 100 0 100 0 0 0
24.8 0 24.8 100 0 100 0 0 0 214 0.0 214 100 0 100 0 0 0
24.4 0 24.4 100 0 100 0 0 0 21.9 7.7 222 89 11 100 100 0 0
22.4 0 22.4 100 0 87 0 0 0 234 1.2 251 62 38 100 100 0 0
23.2 0 23.2 100 0 100 0 0 0 22.6 7.8 229 92 8 100 100 0 0
22.8 0 22.8 100 0 97 0 0 0 23.1 9.0 233 95 5 100 100 0 0
22.7 0 22.7 100 0 100 0 0 0 23.0 0.0 23.0 100 0 100 0 0 0
23.9 0 23.9 100 0 100 0 0 0 18.7 0.0 18.7 71 0o 71 0 0 0
22.3 0 22.3 100 0 100 0 0 0 23.3 7.7 235 84 16 100 100 0 0
21.9 0 21.9 100 0 100 0 0 0 23.0 6.5 23.0 95 5 100 100 0 0
221 0 221 100 0 100 0 0 0 20.2 0.0 202 100 0 100 0 0 0
23.7 8.8 23.7 98 2 100 100 0 0 23.0 6.9 233 87 13 100 100 0 0
21.0 0 26.0 100 0 100 0 0 0 22.8 99 242 66 34 100 100 0 0
241 7.5 241 99 1 100 100 0 0 234 84 238 72 28 100 100 0 0
22.3 9.8 22.6 96 4 49 100 0 0 23.2 124 249 73 27 100 100 0 0
14.5 0 14.5 100 0 100 0 0 0 19.9 79 201 94 6 100 100 0 0
17.1 17.4 95 5 100 100 0 0 19.2 0.0 19.2 100 0 100 0 0 0
22.2 24.2 56 44 100 100 0 0 22.1 6.7 221 97 3 100 100 0 0
221 22.5 98.2 83 100 0 21.9 92 222 905 100 0 0
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