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l. Resumen

Antecedentes: El envejecimiento humano es un proceso complejo, dinamico y
multifactorial que afecta funcionamiento celular, y la estructura de los tejidos,
organos y sistemas, caracterizado por una hipotrofia y una disminucion de la
respuesta y reserva homeostatica. En general se considera que el proceso del
envejecimiento es una combinacion de la carga genética y epigenética, ésta
altima inducida por factores exdgenos relativos a los estilos de vida y ambiente.
En este sentido, una de las propuestas mas aceptadas para explicar los cambios
bioguimicos y moleculares que se presentan durante el proceso normal del
envejecimiento humano es la teoria de los radicales libres (RL). Esta teoria se
sustenta en el dafio propiciado por RL a las biomoléculas (ADN, lipidos vy
proteinas) vinculado con el envejecimiento, sin embargo aun sigue siendo
controversial dicha relacion.

Objetivo: Determinar la relacion del dafio al ADN con el proceso normal del
envejecimiento humano
Método: Se realizé un estudio transversal y comparativo, en una poblacién de 112

sujetos sanos, 41 joévenes, 40 adultos y 31 adultos mayores (AM), a los cuales se
les midi6 el dafio al ADN mediante el método de ensayo cometa. Los datos fueron
analizados con el programa SPSS 15.0, utilizando medidas descriptivas
(promedio y desviacion estandar) y como prueba de comparaciéon el andlisis de
varianza (ANOVA) con la prueba Tukey como post-hoc y la correlacion del dafio al
ADN con la edad. Para todas las pruebas se considerd un valor de p <0.05 como
significancia estadistica.

Resultados: Se observé un aumento estadisticamente significativo de la media
del dafio al ADN con forme aumenta la edad, asi como una correlacion positiva
entre el dafio al ADN y la edad, con una p <0.05. Asi mismo, en el grupo de
adultos mayores se observé una disminucion del dafio al ADN después de los 70
anos.

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que conforme aumenta la edad el
dafio al ADN aumenta de manera significativa, sin embargo el organismo después
de los 70 afios presenta una mejora en la capacidad de reparacion al dafio del
ADN, generada posiblemente por el fenomeno de hormesis.
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Abstract

Background: Human aging is a complex, dynamic and multifactorial process that
affects cellular functioning, and the structure of tissues, organs and systems,
characterized by a hypotrophy and a decrease in response and homeostatic
reserve. In general it is considered that the aging process is a combination of the
genetic and epigenetic load, the latter induced by exogenous factors related to
lifestyles and environment. In this sense, one of the most accepted proposals to
explain the biochemical and molecular changes that occur during the normal
process of human aging is the theory of free radicals (RL). This theory is based on
the damage caused by RL to the biomolecules (DNA, lipids and proteins)
associated with aging, however this relationship is still controversial.

Objective: To determine the relationship of DNA damage to the normal process of
human aging

Method: A cross-sectional and comparative study was carried out in a population
of 112 healthy subjects, 41 young people, 40 adults and 31 older adults (AM), who
were measured for DNA damage by the comet assay method. The data were
analyzed with the SPSS 15.0 program, using descriptive measures (average and
standard deviation) and as a comparison test the analysis of variance (ANOVA)
with the Tukey test as post-hoc and the correlation of DNA damage with age. For
all tests, a value of p < 0.05 was considered as statistical significance.

Results: A statistically significant increase in the mean DNA damage was
observed with increasing age, as well as a positive correlation between DNA
damage and age, with p <0.05. Likewise, in the group of older adults a decrease in
DNA damage was observed after 70 years.

Conclusions: Our findings suggest that as the age increases the damage to the
DNA increases significantly, however the organism after age 70 presents an
improvement in the repair capacity to DNA damage, possibly generated by the
phenomenon of hormesis.
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Il. Introduccion

El ser humano, en su busqueda para lograr extender su vida, ha realizado
diversas préacticas médicas, espirituales y naturales, obteniendo poco éxito. Con el
auge de la tecnologia ha logrado aumentar su expectativa de vida, lo cual a su vez
contrajo nuevas problematicas para el mismo. La extension de la vida trae consigo
una gran cantidad de problemas fisicos, psicolégicos y bioquimicos que deben ser

controlados, para asi lograr un envejecimiento exitoso.

Durante el envejecimiento se presenta un deterioro progresivo de la salud, esto es
debido, a que se presenta un incremento del dafio celular, consecuencia de la
ineficacia de la homeostasis influida por genes de mantenimiento y factores
ambientales, los genes de mantenimiento pierden su funcionalidad debido a
pequefias alteraciones en la cadena del ADN, lo cual evita que realicen su funcion
de forma adecuada. Es por ello que actualmente se realizan incontables estudios
que tratan de identificar los factores moleculares, genéticos y fisicos que se

encuentran involucrados en este proceso.

Al respecto, Hartman en 1956 propone a el estrés oxidativo (EOx) como principal
factor que propicia el envejecimiento e incrementa la vulnerabilidad a las
enfermedades. Esto significa que existe una acumulacién de dafio oxidativo en las
macromoléculas, lipidos, proteinas y ADN, debido a una inadecuada defensa
contra los radicales libres (RL) los cuales se generan por el metabolismo aerébico.
Dado la complejidad de este proceso, en la actualidad no se ha logrado determinar
si el EOx es una consecuencia directa de los cambios que ocurren durante el
proceso fisiolégico del envejecimiento o si el exceso de RL promueven el
envejecimiento por la pérdida de la capacidad homeostatica durante este proceso.
Asi mismo, las modificaciones que sufre la estructura del ADN auto limitan la
funcién celular y conforme avanzan, esto a su vez puede provocar muerte celular y
alteraciones a las caracteristicas fisiologicas que se presentan durante el

envejecimiento. Sin embargo, los estudios realizados al respecto dejan en duda si
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el dafio al ADN aumenta de manera progresiva durante el proceso de

envejecimiento, es por ello que el objetivo del presente estudio es conocer la
relacion entre el dafio al ADN y el proceso de envejecimiento, para con ello aportar

informacion cientifica que permita entender la bioguimica del envejecimiento.
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[I. Marco teodrico

En México la situacion demografica se encuentra en un proceso de transicion, en
la cual la densidad poblacional se inclina hacia un aumento de la edad promedio,
esto quiere decir que cada vez hay mas adultos mayores en México. En el 2009 el
Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO) estimé que en Meéxico viven
aproximadamente 9, 662,584 adultos mayores entre 60 y 95 afios® y en el 2015

presenté que por cada 100 nifios y jovenes hay 38 adultos mayores? (figura I11.1.).

indice de envejecimiento

38.0
2015
40 > Personas
L ]
N b & adultas
35 i mayares por
28.0 cada 100

30

nifios y
jovenes
25

20

oloz
Slo02

[i]13)

A6
nooz
5002

Figura lll.1. indice de envejecimiento de la poblacion mexicana de 1990, 1995, 2000, 2005, 2010 y 2015.
(Tomado de informacién nacional de poblacion del INEGI)?

Este cambio representa un problema debido a que la expectativa de vida ha
incrementado en México y el mundo, lo que provocara que en un momento la
poblacion de adultos mayores aumente, aunando a esto las causas de muerte
también presentan un cambio, inclinandose hacia las enfermedades cronicas no
transmisibles tales como hipertension, diabetes, artritis, enfermedad pulmonar,

ataque al corazén, cancer entre otras>”.
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Esto representa un gran reto para el sistema de salud en México, por lo que es
necesario el realizar estudios los cuales nos permitan el entender mejor el proceso
del envejecimiento. Este al estar relacionado con la disfuncionalidad celular es
necesario investigar los aspectos moleculares que intervienen en el proceso del
envejecimiento, una de esta moléculas es el ADN el cual presenta un papel
importante en el mantenimiento celular, por ende es necesario conocer el
comportamiento y la integridad de esta molécula durante el envejecimiento, es por
ello que a continuacion se presenta informacién relevante que nos permite

enmarcar el fin del siguiente estudio.

[ll.1. Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso universal y multifactorial, presente en todas las
especies, el cual se considera como un fenébmeno intrinseco, y se manifiesta como
un declive funcional marcado por numerosos cambios sistémicos a lo largo de la
vida del individuo, trayendo consigo cambios sociales y psicolégicos que se
presentan en todos los individuos a diferente ritmo, por lo cual, no es posible

determinar su inicio.®

Es por ello que para fines del estudio se establecera la definiciébn propuesta por la
unidad de investigacién en gerontologia de la FES Zaragoza, UNAM en la cual se
establece al envejecimiento como: “Un proceso gradual y adaptativo,
caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostética, debida a
las modificaciones morfoldgicas, fisioldégicas, bioquimicas y psicoldgicas,
propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste acumulado ante
los reto que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo en un

ambiente determinado”.’
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Los humanos comenzamos a envejecer de distinta manera, por lo que la edad
cronoldgica no coincide con la edad bioldgica. De esta manera, los 6rganos y
sistemas de las células del cuerpo humano no envejecen al mismo tiempo, por lo
tanto durante el envejecimiento algunas células o tejidos presentan funciones

6ptimas, mientras que otros ven afectadas sus funciones.®

Este es un proceso por el que todas las especies deben de cursar, el cual se
manifiesta como un declive funcional marcado por numerosos cambios sistémicos
a lo largo de la vida del individuo es considerado un fendmeno bioldgico
intrinseco, modificable por factores ambientales; sin embargo, no es posible
determinar su inicio en una edad especifica, ya que no existen marcadores
bioldgicos que asi lo establezcan, se estima que el proceso de envejecimiento
inicia alrededor de la cuarta década, cuando el organismo alcanza su grado total
de madurez y la accion del tiempo comienza a producir modificaciones
morfologicas y fisiologicas en el individuo. Sin embargo, internacionalmente se ha
aceptado el catalogar como ancianos a aquellos individuos mayores de 65 afios
en paises desarrollados y a individuos mayores de 60 afios en paises en

desarrollo.®*°

111.1.1 Transicion demografica y epidemioldgica

Durante la segunda mitad del siglo pasado, se ha visto disminuida la cantidad de
nacimientos y aunado a esto se ha logrado aumentar la sobrevivencia de la vida
de la poblacion de muchos paises. De acuerdo con el Fondo de Poblacién de
Naciones Unidas (UNFPA, por sus siglas en inglés), en el 2014, 12% de la
poblacibn mundial presenta edades superiores a los 60 afios, en regiones
desarrolladas llega a ser de un 23.3%. Se estima que en 2050, uno de cada cinco
habitantes en el planeta (21.2%) sera mayor de 60 afios y en regiones menos
desarrolladas sera del 19.5%.™
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En México el proceso de envejecimiento se hizo evidente a partir de los afios 90’s,
mostrando un aumento cada vez mas notorio. En el 2017, se observé un aumento
de la poblaciéon de adultos mayores (AM) de 6.2 a 10.5 % con respecto al afio de
1990, y se espera que en 2050 se incremente a 27.7% esto quiere decir que la
poblacién de adultos mayores se duplicé, pasando de 5 a 12.97 millones de 1990
a 2017, y que de acuerdo a la CONAPO, para 2025 y 2050 la poblacién de adultos
mayores aumentard a 17.2 y 33.7 millones, respectivamente. Esto implicara que la

base de la piramide poblacional se reduzca al punto de igualar la poblacion de

jovenes, adultos y AM (Figura 111.2).*3

35y mas
g0a o4
75a79
0a74
65a 6o
60 a 64
5ba ho
50a b4
453 49
40a 44
35a 39
30a34d
25a 29
20a24
15a 19
10a 14

5abd

a4

B 1090 2014 B 2050

Figura I11.2. Estructura de la poblacidon total de México 1990, 2014 y 2050. (Tomado de INEGI. XI Censo General
de Poblacion y Vivienda, 1990; CONAPO. Proyecciones de la Poblacion de México, 2010-2050)

La tendencia y niveles de la mortalidad son diferentes para cada grupo de edad, el
CONAPO realiz6 un estudio para detectar las principales causas de mortalidad en
México; se conformaron siete intervalos de edades que estan relacionados con las
etapas del ciclo vital humano: 1) poblacion infantil, menores de un afio, 2)

preescolares de 1 a 4 afios, 3) escolares de 5 a 14 afios, 4) adolescente y jévenes
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de 15 a 24 afios, 5) adultos jévenes de 25 a 44 afios, 6) adultos maduros de 45 a

64 afios y 7) adultos mayores de 65 y méas.*

En este estudio se presentaron como las principales causas de muerte en adultos
mayores para el 2007 las enfermedades cardiovasculares, los tumores malignos,
diabetes mellitus asi como enfermedades respiratorias cronicas y las

digestivas.'**°

Para el 2012 de las 602 mil muertes registradas, 61.9% fueron provocadas por
enfermedades crénico-degenerativas en su mayoria, de las cuales las principales
causa fueron: la diabetes mellitus (16.9%), enfermedades isquémicas del corazén
(16.5%), enfermedades cerebrovasculares (7%), enfermedades cronicas de las
vias respiratorias inferiores (5.9%), enfermedades hepaticas (4.5%) vy
enfermedades hipertensivas (4.3%); en conjunto, estas seis causas concentran
55.1% de los fallecimientos ocurridos en este grupo poblacional (Figura 111.3.).*?

Enfermedades
isquémicas del
corazon

16.5%

Diabetes mellitus

Enfermedades
cerebrovasculares

Enfermedades
cronicas de las vias
respiratorias
inferiores
5.9%

| _Enfermedades del
higado
45%

' Enfermedades

hipertensivas
4.3%

\_Neumonia

Las demas causas_~ 28%

421

Figura I11.3. Porcentaje de las causas de muerte en adultos mayores de México 2012. (Tomado de INEGI.
Estadisticas de mortalidad, 2012)12

Asi mismo, la esperanza de vida en México se duplicé durante la segunda mitad
del siglo XX, al pasar de 36 afios en 1950 a 74 afios en 2000 y se espera que esta
tendencia siga en las proximas décadas. Por lo anterior, los cambios en la
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mortalidad han repercutido en el aumento de la esperanza de vida, por lo cual es
importante mantener una calidad de vida adecuada, por lo tanto se deben de
implementar medidas que delimiten a las enfermedades para asi lograr mantener
una funcionalidad tanto fisica como mental; implementando programas de salud,
qgue ayuden a modificar los patrones alimenticios y la actividad fisica, ya que,
estudios indican que el envejecimiento es un proceso modulado por diferentes

mecanismos moleculares propios de cada especie.***’

[1l.2. Teorias del envejecimiento

El envejecimiento es un proceso complejo en el cual intervienen diversos factores,
dentro de los cuales encontramos componentes bioldgicos, psicologicos vy
sociales, es decir, el envejecimiento se encuentra relacionado al estilo de vida y la
programacion genética de cada individuo, es por ello que cada persona envejece
de diferente forma. A lo largo de la historia se han propuesto diversas teorias que
tratan de explicar este proceso, dando cuenta de que no es un proceso que se rija
por un solo factor, como se expone con anterioridad, si no que las diferentes
teorias propuestas no explican el fenébmeno por si solas entendiéndose que no

son mutuamente excluyentes entre si. 1819

Estas teorias se pueden clasificar en dos grupos: Teorias no estocasticas o
deterministas, las cuales son las basadas en mecanismos genéticos, y las teorias
0 ambientales, las cuales son un conjunto de variables productos del azar debido
a la exposicién de factores exdégenos adversos, a continuacion se mencionan
algunas de las teorias mas importantes de cada una de los grupos

Dentro de las teorias no estocasticas encontramos las siguientes:

Teoria de la capacidad replicativa finita de las células. Esta teoria describe al
envejecimiento de un organismo como la suma del envejecimiento de sus células

individuales, esto debido a que Hayflick y Moorhead describieron que los
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fibroblastos humanos normales tienen una capacidad limitada de replicacion

cuando se cultivan in vitro. 2%%?

Teoria neuroendocrina. En esta teoria se explica que existen cambios
morfologicos, los cuales producen cambios a nivel endocrino, produciendo el

envejecimiento.™

Teorias evolutivas. Existen tres principales teorias, las cuales describen al
envejecimiento como un proceso comun entre las especies por lo que se
considera un aspecto adquirido para la adaptaciobn y supervivencia de los
individuos, es por ello que este proceso se intenta explicar con estas tres teorias:
1) Teoria del envejecimiento como un proceso de adaptacion, 2) Teoria de las

mutaciones tardias y 3) Teoria del soma desechable.19-21

En las teorias estocésticas o ambientales se conjuntan los fendmenos que
compartan una serie de variables que hacen que sea producto del azar, debido a

la exposicion de factores exégenos adversos.

Teoria genética. Propone que el envejecimiento es debido a factores
relacionados con el genoma de la célula dentro de las cuales se encuentran tres
tendencias: 1) teoria de la regulacion génica, en esta se explica que el
envejecimiento celular mantiene una relacion con el desequilibrio de los factores
que permiten el mantenimiento durante la fase de reproduccion; 2) teoria de la
diferenciacion terminal, esta teoria propone que en el envejecimiento celular se
involucran una serie de modificaciones en la expresion genética y la 3) teoria de la
inestabilidad del genoma, donde la inestabilidad se da en el ADN lo cual afecta la

expresion de los genes sobre el acido ribonucleico (ARN) y las proteinas.*®*#
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Teoria de la mutacion somatica. Establece que el envejecimiento ocurre como
un resultado de la acumulacion de mutaciones en el ADN nuclear de las células

somaticas. 1°%°

Teoria del error-catastrofe. Postula que existen errores en los mecanismos de
sintesis de proteinas, por lo que en el proceso de transcripcion de informacion del
ADN al ARN no sucede de manera adecuada.”

Teoria de las uniones cruzadas de estructuras celulares. Sugiere que
conforme aumenta la edad, la formacidén de enlaces moleculares entre proteinas o
cadenas de &cidos nucleicos, aumenta como efecto de la accion de RL formados

en los procesos metabélicos normales.?

Teoria inmunoldgica. Propone que el genoma nuclear actia como un reloj, el
cual es responsable de programar los cambios que se van presentando en el

desarrollo de un organismo a lo largo de su vida. *°

Teoria de la acumulacion de productos de desecho. En esta teoria propuesta
por Sheldrak se explica a el envejecimiento celular como la acumulacion de
rupturas de productos citoplasmaticos, algunos de los cuales puede ser

perjudiciales para la célula.***°

Teoria de los radicales libres (RL). En 1956 se propone una de las teorias mas
aceptadas, donde Harman propone que el envejecimiento es producto de efectos
nocivos causados a tejidos por accion de los RL, los cuales se encuentran
asociados con el medio ambiente y con un proceso intrinseco; producidos durante
la respiracién aerobia causando que haya una acumulacién del dafio oxidativo que
resulta en una pérdida gradual de los mecanismos homeostéticos, en la pérdida

funcional de la célula e interferencia de patrones de expresion genética. Estas
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alteraciones se encuentran implicadas en enfermedades degenerativas como son

la arteriosclerosis, Alzheimer, enfermedades autoinmunes, entre otras.

Teoria de la capacidad
replicativa finita de las
células

— NoEstocasticas

Teoria neuroendocrina

Teorias del envejecimuento

Teorias evolutivas

Teoria genética

Teoria de la mutacion
somadtica

Teoria del error-catastrofe

— Estocdsticas

Teoria de las uniones
cruzadas de estructuras
celulares

Figura I11.4. Teorias del envejecimiento segun su clasificacion

Teoria inmunoldgica

u Teoria de la acumulacion de

productos de desecho

| Teoria de los radicales libres

(RL)

22-23
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111.3. Teoria de los radicales libres

Existen diversas teorias que tratan de explicar el fendmeno del envejecimiento;
una de las mas aceptadas es la presentada en 1956 por Denham Harman, la cual
propone que los RL se encuentran relacionados estrechamente con el proceso de

envejecimiento,?%

este trabajo trajo como consecuencia un desarrollo en las
investigaciones sobre los RL en los sistemas biologicos. Esto porque las
reacciones de los RL contribuyen considerablemente al desarrollo de desordenes
estocasticos observados durante el envejecimiento.”® Los RL, adem&s, estan
implicados en enfermedades degenerativas como arteriosclerosis, diabetes

mellitus, hipertension, Alzheimer y enfermedades autoinmunes.?®%°

La teoria de los RL se basa en el hecho de que el deterioro generado a las
biomoléculas (como el ADN, lipidos y proteinas) es producto del metabolismo
aerdbico y que los RL se acumulan a lo largo de la vida de los organismos.*

Un radical libre, se define como cualquier especie que contiene uno o0 mas
electrones no apareados, capaz de tomar electrones de otras moléculas, por lo
tanto, si dos radicales se encuentran, pueden combinar sus electrones no

31-32 31 no estabilizarse en el

apareados y unirse para formar un enlace covalente,
organismo, los RL se unen a biomoléculas generando modificaciones

estructurales que no permiten que realicen su funcion en el organismo.

Existen dos tipos principales de RL:
e Especies reactivas del oxigeno (ERO’s).

e [Especies reactivas de nitrégeno (ERN’s).

Especies reactivas del oxigeno (ERO’s): estas especias de moléculas se forman a

partir de la reduccién del oxigeno molecular (O;), esto genera tres ERO’s: anién

33-34

superoéxido, (02) peroxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (OH), estos

35-37

productos causan dafio oxidativo a las células vy tejidos; pero la presencia de

estos es esencial para el mantenimiento de la homeostasis.

Erick Jacinto Gonzalez Alcantara Pagina 21



RELACION DEL DARNO AL ADN CON EL PROCESO NORMAL DEL ENVEJECIMIENTO HUMANO

Especies reactivas de nitrégeno (ERN’s): Las ERN’s que poseen tanto atomos de
oxigeno como de nitr6geno, entre éstas se encuentran el 6xido nitrico (NO),
diéxido de nitrogeno (NO,-), tridxido de dinitrégeno (N»Os3), tetroxido de dinitrégeno
(N2O4) y el peroxinitrito (ONOO-), entre las mas importantes, y son capaces de
realizar diversas reacciones, tales como nitrosacion, oxidacion, hidroxilacion y

38-39

nitracion de diversas biomoléculas, gue participan en diferentes procesos

bioldgicos como en el funcionamiento de los tejidos vasculares.®*%

111.3.1Formacion de radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno enddgeno son las principales moléculas
generadoras de dafio oxidativo a biomoléculas, éstas son generadas en la célula

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

El oxigeno se encuentra altamente involucrado en el metabolismo aerdbico, dado
que interactla en reacciones oOxido-reduccion durante la sintesis de ATP en la
cadena respiratoria de la mitocondria, estas reacciones generan productos finales
altamente reactivos que definimos como ERO’s, de igual forma se encuentran
involucrados algunos procesos exdégenos en su produccion, tales como; la
exposicion a rayos UV, dieta, ejercicio excesivo, etc., que favorecen su

produccién,**

El O, se considerada una molécula potencialmente toxica, ya que al reducirse se
generan tres EROs: anién superéxido (O,"), Peréxido de hidrégeno (H,O») y

radical hidroxilo (OH") (figura. 111.5.),19-20. 40.42-44

O,+e— 02'-"‘ e +2H - H,O,+e— OH + OH +
e +2H — 2H,0

Figura. 111.5. reduccién del oxigeno molecular a agua
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Radical anién superéxido (0,")

Este radical se forma a partir de una molécula de oxigeno en presencia de energia
lo que genera que adquiera un electron, esta especie es producida mediante
enzimas; por reaccion de auto-oxidacién y por transferencia no enziméatica de
electrones. El O," formado in vivo, tiene un tiempo de vida media muy corta y su
reactividad es débil, pero puede penetrar las membranas y causar dafios a

biomoléculas (figura. 111.6.).*

02+ e + H+ —> HOZ. —> 02._+ H+

Figura. 111.6. Formacion del anién superoéxido a partir de O,

Peroxido de Hidrogeno (H20,)

El H,O, no se considera como un radical libre, pero dado a su toxicidad y por ser
un compuesto intermediario en la formacion de RL, es considerado como una
ERQO’s. Este se forma a partir del radical O," por disminutacion a valores de pH

acido, o directamente del O,.

En la reduccién del oxigeno por la entrada de un radical superéxido (20,7), se
transfieren dos electrones produciendo el ion peréxido (O'* ) que en presencia de
dos protones forma peréxido de hidrogeno, (H20,), in vivo esta molécula se
genera por varias enzimas oxidasa, tales como glicolato oxidasa, la xantina

oxidasa y oxidasa D-aminoécido (figura. 111.7.)..4°

202.- + 2H+ — HzOz + Oz

O, +2e + 2H" — H202

Figura. 111.7. Formacién de peréxido de hidrogeno a partir del radical O,” y de O,
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Radical Hidroxilo (OH")
Es un radical altamente reactivo en los sistemas biolégicos; se forma a partir de
0,” y H,O, mediante la reaccion de Haber-Weiss (figura.lll.8.), asi como

consecuencia de radiaciones (rayos X, rayos gama) ** *°

H202 + 02._ — 02 + OH + OH.

Figura.l11.8. Reaccién de Haber-Weiss

Del mismo modo en presencia de metales de transicién como el hierro (Fe?") o el
cobre en su forma reducida son capaces de transferir un tercer electron al
peréxido de hidrogeno, lo que ocasiona una ruptura de la union O-O y da lugar al
ion hidroxilo (OH) y al radical libre hidroxilo (OH") mediante la reaccién de Fenton.

(figura.l11.9.).4% 4243, 47

H,0,+ Fe’’— Fe®" + OH + OH’

Figura.l11.9 Reaccién de Fenton en presencia de Fe?*

Este radical puede iniciar la peroxidacion de lipidos y causar rompimientos en las

cadenas de DNA?> 4849

Radicales peroxilo (ROO")

Los radicales peroxilo (ROQO), se forman cuando el OH’ reacciona con carbonos
centrales de moléculas formando RH, este radical formado por el carbono central
reacciona con el oxigeno formado el radical peroxilo (ROQO"), que puede reaccionar

y producir radicales alcoxilo (RO")***°
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Por lo regular estos son intermediarios durante la ruptura de lipidos peroxidados
en las reacciones de la peroxidacion lipidica (LPO); que es el paso mas

importantes de las reacciones de propagacion en la cadena durante la LPO.*">*

Oxido nitrico (NO")

El nitrégeno forma RL también y el 6xido nitrico es uno de los mas importantes de
ellos, ésta es una molécula con un electron desapareado, por lo que es un radical
libre altamente reactivo. Se genera cuando la L-arginina se metaboliza por accion

de enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS) (Figura.lll.10.).

L-arginina + O, + NADPH—"22 NO® + L-

citrulina

Figura.l11.10. Produccién de NOe a partir de L-arginina

Este reactivo tiene funciones como sefializador de la oxidacion biolégica en
diversos procesos, como son en la neurotransmision, regulacion de la presion
arterial, los mecanismos de defensa, la relajacion del masculo liso y la respuesta

inmune.

Las ERO’s y ERN'’s se producen durante el metabolismo normal de las células e
inclusive participan en la sefializacién y regulacion de células; sin embargo, la
formacion exacerbada de estas moléculas, incurre en un desequilibrio que
llamamos EOXx y estrés nitrosativo, lo cual representa un dafio potencial para
lipidos, carbohidratos proteinas y ADN por su alto caracter oxidante, esto provoca

que el funcién normal de estas moléculas no se lleve a cabo.3® 4% 47:51-53
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Il .4. Dafio a biomoléculas

Durante el metabolismo celular se producen una gran cantidad de RL y peréxidos,
los cuales pueden escapar del sitio de formacién y atacar a los componentes
celulares, siendo los lipidos, las proteinas y el ADN los principales blancos de

ataque de estas especies reactivas.

Dafo a lipidos

Los lipidos tienen una funcién importante en la estructura de la membrana celular,
y estos son mas susceptibles a percibir dafio por parte de los RL, los dobles
enlaces que se encuentran en los acidos grasos poliinsaturados son facilmente
oxidables mediante el proceso de lipoperoxidacion (LPO); este es un proceso que
dafia directamente a lipidos en la membrana e indirectamente a componentes
celulares mediante la produccion de aldehidos reactivos. Este proceso se inicia
cuando un acido graso es atracado por un RL el cual sustrae un atomo de
hidrogeno de los dobles enlaces, esto deja a un carbono central desapareado
formando un undieno conjugado que interactia con el O2 resultando el radical
peroxilo, el cual puede reaccionar con otros &cidos grasos de la membrana

formando mas RL, generando una reaccién en cadena. **>’

En la lipoperoxidacion, los radicales que se forman pueden causar también dafio a
las proteinas membranales, inactivando receptores o enzimas que se encuentran
unidas a las membranas, asi como la produccién del pigmento de envejecimiento
llamado lipofucsina. Del mismo modo hay un efecto sobre las lipoproteinas
plasmaticas; cuando hay un aumento en la lipoperoxidacion se le asocia al

proceso del envejecimiento.*®

La LPO en las membranas puede provocar alteraciones en la permeabilidad lo
cual ocasiona, liberacién de contenido celular y organelos conduciendo a muerte

celular.
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La formacion de fragmentos de acidos grasos con mas de tres ligaduras dobles,
pueden producir malonaldehiodo (MDA) el cual, mediante una reaccién con acido
tiobarbitdrico produce una coloracion, la cual puede ser cuantificable y de esta

manera determinar el dafio oxidativo a lipidos.>®

El hidroperéxido lipidico es un compuesto inestable el cual forma diversas
especies, los cuales pueden alterar la actividad de las fosfolipasas e inducir la
liberacion de acido araquidonico, originando prostaglandinas. Asi también, se ven
afectados los canales i6nicos, que en ausencia de éstos los hidroperoxidos
pueden acumularse en la membrana y alterar su funcién provocando el dafio al
ADN, también durante este proceso se forman otros compuestos como los
alquenales que reaccionan con el ADN, inhibe la sintesis de proteinas y ARN, asi

como la reparacion del ADN.>>>°

Dafio a proteinas

La accion de los RL sobre las proteinas se da en los enlaces insaturados, los
anillos aromaticos y los grupos tiol (-SH); por lo que los aminoacidos son
fragmentados alterando su estructura y su funcion. Dentro de los aminoacidos la
tirosina, fenilalanina, triptéfano, metionina, histidina y la cisteina son los que sufren
una oxidacion por el radical hidroxilo, el cual forma un entrecruzamiento covalente
induciendo a la fragmentacion de la cadena polipeptidica por lo que pueden ser
susceptibles a las enzimas proteoliticas debido a la formacion del grupo carbonilo,

la creacion de grupos N-terminales o cambios conformacionales.> % %92

Otro mecanismo de oxidacion es el llamado “sistema de oxidacién catalizada por
metal” que puede convertir algunos residuos de aminoacidos, como la prolina,
arginina y lisina a grupos carbonilo; este se emplea como un indicador de dafio
oxidativo el cual suele ser irreversible llevando a la desnaturalizacion de la

proteina.*®
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Dafio a ADN

El ADN es la esencia de la vida, es por ello que las alteraciones que esta molécula
sufra, presentan un gran problema para la integridad del ser vivo, estos dafios
pueden ser por diversos factores, que conforme se van acumulando en el
transcurso del tiempo presentan problemas con mayores consecuencias para el

individuo, por ello es necesario entender este proceso.

[11.5. Dafio al ADN

El ADN, es el componente por el cual los organismos heredan ciertas
caracteristicas a su progenie, este lo ubicamos en dos lugares diferentes en la
célula, el primer sitio es el nacleo de la célula el cual se denomina ADN nuclear
(ADNN), el segundo sitio se encuentra en la mitocondria el cual se denomina ADN
mitocondrial (ADNmt), el ADN se conforma por purinas: adenina (A) y guanina (G)
y por pirimidinas: citosina (C) y timina (T), ésta a su vez se encuentra conformada
45,63

por a una molécula de azucar (desoxirribosa), un fosfato, y una base.
(fig.11.11.)

Citosina »‘m‘
]
I5h,
0

I

Guanina ¢

Par de bases

Adenina ) TN

Timina .

4]
e A
\(\N"
g
L

Bases nitrogenadas
de ADN

Hélice de
aricar - fosfato

ADN
Acido DesoxirriboNucleico

Figura 111.11: Estructura del ADN (www.partesdel.com/wp-content/uploads/Bases-del-adn.jpg).
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Dado que el ADN es de vital importancia en el proceso de transferencia de
informacion entre organismos y el buen funcionamiento celular, el dafio que esta
molécula recibe ha tomado gran importancia, sobre todo en su relacién directa con

el envejecimiento, procesos cancerigenos y algunos problemas neurolégicos.®

El ADN puede sufrir diversos tipos de dafos, principalmente provocado por RL
productos del metabolismo de las células, de factores exdégenos como pudiesen
ser distintos tipos de radiacion, algunos agentes alquilantes e hidrocarburos

policiclicos®

Se entiende que el dafo oxidativo que el ADN recibe se encuentra relacionado
directamente con la tasa metabdlica e inversamente proporcional a la duracién de

la vida del organismo (figura.lll.12.)%®

Intrinsic sources
(e.g., ROS, spontaneous
chemical reactions)

Extrinsic sources
(chemicals and radiations)

DNA damage

DNA repair pathways

(e.g., strand breaks, — (e.g., BER, NER, NHEJ)
depurination, deamination)
B ot AN

Mutations, cell cycle arrest, transcription
impairment, gene expression
dysregulation, apoptosis, etc.

|

Cell loss & cellular
dysfunction

Stem cell depletion &
disruption of tissue
homeostasis

l

Organismal
ageing

Figura. I11. 12. Efecto del dafio al ADN (tomado de Alex A. Freitas 2011) &
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Se estima que los RL generan aproximadamente 10 000 modificaciones de bases
por célula al dia y el ADN mitocondrial (ADNmt) es dafiado hasta 10 veces mas
qgue el ADN nuclear (ADNnN), esto debido a que en la mitocondria se lleva a cabo el
metabolismo aerdbico, por lo que se encuentra en constante contacto con las
especies reactivas de oxigeno (ERO’s) ademas de que el ADNmt no cuenta con
proteinas llamadas histonas que protegen el material genético y a sus
mecanismos de reparacién incompletos®>®”"%: esto puede generar diversas
modificaciones en la estructura de la molécula; asi como entrecruzamientos de
proteinas y ADN, intercambio de cromatides hermanas, dafio en la estructura de la

54,67,71-73 lo cual

desoxirribosa-fosfato y oxidacion de las bases nitrogenadas,
produce mutaciones somaticas y esto a su vez provoca la sintesis de proteinas
defectuosas, modificaciones oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones,

reordenamiento cromosomico y desmetilacion de las bases que activan genes.
53,58,59

Cuando la desoxirribosa se oxida por el ataque de RL se genera la ruptura de los
enlaces con el azucar en los carbonos 4 y 5, este proceso puede ser reparado
mediante la activacion de la cascada de “respuesta de dafio en el ADN”,” si los
rompimientos en la cadena sencilla son demasiados, se induce la ruptura de la

cadena doble lo cual provocaria un dafio irreparable®®

Se ha observado que la guanina es mas susceptible al dafio oxidativo en los
acidos nucleicos, pero de los productos de degradacién que se generan adn se
desconoce su naturaleza; sus efectos se dan sobre la informacién genética, en la

replicacion del ADN y sobre la reparacién de los productos de oxidacién.”

Cuando la cadena de ADN es dafada y ésta a su vez es copiada durante la
duplicacibn se generan mutaciones; se sugiere que tras la exposicion de
mutagenos ambientales, de errores de la polimerasa, una deficiente reparaciéon y
de defectos en los mecanismos de degradacion el ADNmt presenta mutaciones.

Esto debido a que el RL O, al encontrarse en la matriz mitocondrial se convierte
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de forma espontanea o enzimatica con la ayuda del superéxido dismutasa en
H202; esta molécula es capaz de atravesar la membrana y mediante la reaccion
de Fenton, se produce el radical hidroxilo el cual dafia al ADNmt, esto genera

aductos como la 8-hidroxiguanosina (8-OHdG) y 8-hidroxiguanina (8-OHG).>> %8¢

Estas dos moléculas son biomarcadores que presentan una alta especificidad en
la determinacion de dafio oxidativo al ADN, la mas utlizada para esta
determinacion es la 8-OHdG, generandose por la oxidacion del C-8 de la guanina;
este biomarcador se puede medir en los linfocitos, saliva, orina, plasma entre
otros. Se pueden cuantificar por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC,
del inglés High-perfomace liquid chromatography), cromatografia de gas acoplado
a espectrometria de masa (GC-MS, del inglés gas chromatoghraphy-mass
spectrometry), cromatografia liquida acoplado a espectrofotometria de masa (LC-
MS, del inglés liquid chromatography-mass spectrometry), HPLC con deteccion
electroquimica  (HPLC-ECD), anticuerpos utilizando el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, del inglés Enzyme-Linked Immuno

Sorbent Assay) y la electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa). >*>>""

Con respecto al dafio al ADN existen tres vias principales: ruptura de una sola
cadena, ruptura de la cadena doble y lesiones multiples. Dada su naturaleza el
ADN no puede ser reemplazado por lo que éste debe de ser reparado, el proceso
es regularizado durante la division celular, donde la proliferacién se detiene hasta
que el dafio sea reparado, si este proceso no se logra satisfactoriamente la célula
muere por apoptosis. Los mecanismos de reparacion se han estudiado en la
especie Escherichia coli (E. coli) como un modelo mas simple, por lo que se sabe
en células eucaridticas existe una mayor cantidad de proteinas y procesos

implicados.®”"> 7879

La reparaciéon de ADN se puede dar mediante diversos mecanismos dependiendo
del tipo de dafio que éste presente, asi la reparacion por escision de base (BER,

del inglés base excision repair) es la principal via de reparacion para el dafio
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causado por las ERO’s esta se inicia por una enzima llamada glicosilasa que
reconoce las bases que han sido modificadas y generando un sitio AP (apurinico o
apirimidinico) por la ruptura del enlace entre la base y el nucle6tido, e interviene
una endonucleasa que ayuda a retirar los residuos de ribosa-fosfato,

posteriormente acttan ADN polimerasa y ADN ligasa (Figura .111.13.).%":78 8

trconuciam

*. ,..

ADN alterado Glkusig, AON RUImETE

v

..... ekl . e

ADM ruparado
ADM ligasa

Figuira I11: 13. Reparacion de la cadena sencilla del ADN por escisién de bases. (Tomado de Maynard 2008)%°

Existen otras vias de como; la reparacion de escision de nucledtidos (NER, del
inglés nucleotide excision repair), esta es la via mas importante para la eliminacién
de aductos de ADN voluminoso, que deforman la estructura normal de la hélice, lo
que alteran la transcripcién y replicacién’®, también existen otros mecanismos
como son reparacion de errores de apareamiento (MMR, del inglés mis match
repair), reparacion por dafio inverso y reparacion por rompimiento de la doble
cadena de ADN (DBS, del inglés ADN doublé strand break repair)
(Figura.lll.14.).%>787°

Reparacion por escision de

— Agentes alquilantes L] RUptura de cadena simple | bases

Reparacién de error de
apareamiento

Error de replicacion linserciones

Reparacién por rompimiento

TR EE LB Tl de la doble cadena de ADN

Aductos Dimeros de Reparacion por escision de

ad Hidrocarburos policiclicos |G :
nucleotidos

Tipo de dano

pirimidinas

Figura.lll.14. Posibles mecanismos de reparacion del ADN cuando se expone a diferentes agentes. Tomado y
modificado de Lizcano.
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I11.6. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EOx) es un desequilibrio bioguimico entre oxidantes y
antioxidantes, en el cual se produce un exceso de RL y la efectividad del sistema
de defensa antioxidante se ve disminuido, lo que provoca que los mecanismos de
reparacion no sean suficientes para limitar el daio que generan las ERO’s en las

células.??

Las especies oxidantes mantienen un equilibrio mediante los sistemas
antioxidantes, esto mantiene el equilibrio homeostéatico, cuando este equilibrio se
rompe causa diversas alteraciones. Cuando existe una baja produccion de ERO’s
las principales funciones que se ven afectas son; las defensas inmunoldgicas
celulares y ciertas reacciones inherentes a la producciébn de energia en la
mitocondria, por el contrario, si las ERO’s aumentan ciertos tipos de células son
propensa a producir muerte celular por las vias de apoptosis y/o necrosis, de igual
forma se ha relacionado al EOx con el desarrollo de diversas enfermedades, asi

como con el proceso de envejecimiento .** 8%

Asi también sabemos que existen ciertos factores que aumentan la produccion de
ERO’s, estos nos llevan a condiciones de estrés ambiental, entre las que
encontramos: temperaturas extremas, radiacion electromagnética UV, toxinas
como la cercosporina y aflatoxina, contaminantes ambientales, exposicion a
herbicidas, metales y xenobibticos. Para restablecer su equilibrio, la célula activa o
silencia genes que codifican para la sintesis de enzimas defensivas, factores de
transcripcion y proteinas estructurales, asi como la utilizacion de sustancias que

comprenden al sistema de defensa antioxidante.*"*

En este sentido, se ha reportado que durante el envejecimiento puede existir un
desequilibrio entre los RL antioxidantes, como son vitaminas C y E, acido urico,
superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx), lo que favorece el

desarrollo de enfermedades crénicas y el proceso del envejecimiento. 3%
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Sin embargo, con respecto al dafio que sufre el ADN, las investigaciones son
pocas y no son del todo concluyentes, es por ello que en el presente estudio se
pretende evaluar la relacion entre el dafio al ADN y el proceso de envejecimiento

humano, para asi conocer como evolucionan las alteraciones al ADN durante el
proceso de la vida.
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Cuadro lll.1. Revision sistematica de la asociacion del dafio al ADN en el proceso del

envejecimiento.

Autor / Afo Objetivo Universo de Marcadores medidos Hallazgos
estudio
Fraga et al. Determinar el Ratas F344 de 8-hidroxi-2- Encontré un
(1990)%° dafio oxidativo diferentes desoxiguanosina dafio al ADN
durante el edades. (OH3dG) en tejido y conforme
envejecimiento orina. aumenta la edad
en organos y de las ratas.
orina.
Betti et al. Analizar el 100 individuos de Darfio al ADN por Se observo un
(1994)%’ método de Pisa Italia que ensayo cometa y SCE aumento del
ensayo cometay fueran dafio al ADN con
SCE fumadores. respecto a la
edad en
fumadores.
Mecocci et al. Examinar Biopsia de 66 8-hidroxi-2- El dafio al ADN
(1999)%8 marcadores de sujetos entre los  desoxiguanosina esta
dafio oxidativo al 25y 93 afios (OHZG), correlacionada
ADN lipidos y Malondialdehido(MDA) con el
proteinas en y carbonilos proteicos  incremento del
musculo MDA y con los
esquelético. sujetos de mayor
edad.
Hamilton et al. Determinar siel  Se utilizaron 8-hidroxi-2- Se observo un
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(2001)%

Diaz-Guerrero
(2003)*

Wyrobek et al.
(2006)%

T.E.Schmid et al.

(2007)*

Humphreys et al.

(2007)%

dafno oxidativo al
ADN incrementa
con la edad.

Determinar el
dafio al ADN y
niveles de
radicales libres
en fibroblastos
de ratones.

El comparar
efectos de la
edad en el dafio
al ADN
integridad de la
croméatide, genes
mutacionales y
aneuploides en
esperma.

Determinar el
dafio al ADN
espermatico por
la edad.

Determinar la
relacién con la

ratas F344 de 6

18y 24 mesesy
ratones B6D2F1
de 6y 25 meses.

12 cultivos
primarios de
fibroblastos de
ratones de 2
mesesy 13
meses.

97 hombres no
fumadores de
entre 22 y 80
anos

80 hombres no
fumadores y
fértiles.

239 trabajadores
de Eslovaquia

desoxiguanosina,
superoxido dismutasa,
catalasa y glutation
peroxidasa.

Dafio al ADN por
ensayo cometa

Fragmentacion de
ADN, integridad de
cromatide, mutacion
de genesy
abominaciones
cromosomicas.

Dafio al ADN por
ensayo cometa.

Dafio al ADN por
ensayo cometay 8-

aumento de los
niveles de 8-
hidroxi-2-
desoxiguanosina
con forme
aumenta la edad.

Se observo un
mayor dafio
producido por los
radicales libres
en los cultivos de
mayor edad.

Encontraron una
asociacion entre
la fragmentacion
del ADN,
mutaciones vy la
edad.

Se encontré que
los hombres
mayores tienen
mayor dafio en el
ADN
espermatico.

Se encontré un
aumento del
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Weng et al.
(2009)*

Sellappa et al.

(2010)**

Mota et al.
(2010)%

edad y el
incremento de la
reparacion al
ADN por dafio
oxidativo.

Determinar el
efecto de fumar
en el
polimorfismo del
gen XRCClyla
edad en sangré
humana.

Determinar la
relacion entre el
dafio al ADN y la
inhibicién de la
capacidad de
reparacion en
trabajadores de
construccion

Determinar la
influencia del

expuestos a
asbesto.

122 trabajadores
japoneses que
fumaran y no
fumaran.

96 trabajadores
de construccion y
96 sujetos
control.

66 hombres
entre 19 y 59

oxoGua ADN
glicosilasa.

Alelo del gen XRCC1
y dafio al ADN por
ensayo cometa.

Micronucleos, dafo al
ADN por ensayo

cometa y evolucion del

gen XPD.

Dafo al ADN,
actividad mitocondrial |

dafio al ADN con
forme avanza la
edad de los
trabajadores.

Se encontrd un
aumento en el
dafio al ADN en
los no fumadores
mayores de 40
anos.

Se observa en
grupo control y
en los
trabajadores una
disminucién de
dafio al ADN
después de los
40 afos, asi
como un
aumento de la
inhibiciéon de la
capacidad de
reparacion con
forme aumenta el
dafio al ADN.

Encontraron que
la relaciéon entre
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Yilmaz et al.
(2012)%°

Cheng et al.
(2013)%’

Mille-Lghr r et al.

(2015)%

ejercicio aerobico
y la relacion del
dafio al ADN vy la
edad

Determinar el
dafio al ADN en
células mamarias
en sujetos
lactando.

Evaluar la
asociacion entre
el dafio genético
y polimorfismo
de la glutation S-
transferasa.

Examinar la
asociacion entre
la edad y la
actividad de
reparacion del
dafio oxidativo al
ADN.

afos que
practicaran
ejercicio.

30 mujeres entre
20y35en2
semanas pos-
parto.

56 trabajadores
expuestos a
polibutaldehido.

1019 sujetos de
entre 18-83 afos
de Copenage.

y Il'y produccion de
perdxido de
hidrogeno.

Darfo al ADN

Cambios de
cromatide, citoquinesis
por micronucleos,
diferentes
polimorfismos de la
glutation transferasa.

Dafio al ADN por
medio de ensayo
cometa, actividad de
reparacion del ADN

la edad y el dafio
al ADN va en
aumento
conforme
aumenta la edad.

No se encontrd
una relacion
significativa entre
el dafio al ADN y
la edad.

Se observo en la
relacion de los
grupos de edad
con forme a los
micronucleos es
mayor en el
grupo de 40 afios
y mas.

La actividad de
reparacion se ve
dificultada
conforme la edad
en un 0.65% por
afo.
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V. Planteamiento del problema

El envejecimiento es un proceso complejo en el cual se involucran vias de

sefalizacion y factores de transcripcion, los cuales se asocian con la longevidad.

El envejecimiento no estad planificado, esto quiere decir que no existe una
regulacion genética para dar inicio al envejecimiento. Por lo que se considera un
proceso estocastico en el cual existen numerosos cambios que obedecen
esencialmente al azar. Si bien entendemos que existen una gran variedad de
teorias que tratan de explicar este proceso, en muchas de ellas se plantea la idea

de modificaciones estructurales del ADN.

De igual forma la teoria de los RL propone que el dafio oxidativo que reciben las
biomoléculas (entre ellas el ADN) y la disminucién de la actividad antioxidante, son
los principales factores que originan el envejecimiento, también se conocen
diversos estudios en los cuales se observa que conforme aumenta la edad el dafio
oxidativo aumenta dependiendo de los estilos de vida, enfermedades y exposicion

a diversos factores fisicos en diversos grupos de estudio.

Sin embargo, la informacion cientifica disponible no es del todo concluyente, poco
se sabe acerca del dafio que recibe la molécula de ADN durante el proceso de
envejecimiento en condiciones saludables de vida, por lo cual es necesario

conocer como evolucionan la alteraciones al ADN durante el proceso de la vida.

Es por ello que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cual es la

relacion del dafio al ADN con el proceso normal del envejecimiento humano?
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V. Hipotesis

VI. Tomando en cuenta las evidencias cientificas sobre la relaciéon del dafio al
DNA con el proceso normal del envejecimiento humano, suponemos que se

observara un incremento estadisticamente significativo del dafio al ADN conforme
avanza la edad.

VII. Objetivos

VI.1. Objetivo General
e Determinar la relacion entre el dafio al ADN con el proceso normal del

envejecimiento humano.

VIIl. Material y métodos

VII.1.Tipo de estudio y universo de estudio

Se realiz6 un estudio transversal y comparativo en una muestra a conveniencia
de 112 sujetos sanos, dividida en los siguientes grupos: (i) n= 41 jovenes de 18 a
25 afos, (i) n= 40 adultos de 26 a 59 afios (iii) n= 31 adultos mayores de 60 y

mas afos, bajo los siguientes criterios de inclusion y exclusion:
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VII.2.Criterios de inclusion y exclusion:

Jovenes Adultos. Adultos mayores.
Clinicamente sanos. Clinicamente sanos. Clinicamente sanos.
Entre los 18 y 25 afios Entre los 26 y 59 afios Mayores de 60 afos

Sin ingesta de antioxidante | Sin ingesta de antioxidante | Sin ingesta de antioxidante

Ambos sexos Ambos sexos Ambos sexos
Sin adiccién Sin adiccién Sin adiccién
No sedentarios No sedentarios No sedentarios

Consentimiento informado | Consentimiento informado | Consentimiento informado

firmado firmado firmado

VIl.3.Consideraciones éticas

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

consentimiento informado. (Anexo 1.)

VIl.4. Clasificaciéon de las variables
VIl.4.1. Variable independiente
e Grupo de edad

VIl.4.2. Variable dependiente
e Dafio al ADN
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VII.5. Operacionalizacion de variables

Variables

Definicién

Nivel de Medicion

Categoria

Dafio al ADN.

Ensayo cometa

Cuantifica el dafio al ADN de
manera independiente en
cada célula de una
poblacion, mediante la
deteccibn de rompimientos
de cadenas sencillas de
ADN.

Cuantitativa continua

Longitud de la
cola del cometa
medida

en um

Edad

Edad que refiere el sujeto en

el momento del estudio

Cuantitativa continua

Afos cumplidos

VIl.6. Recursos:

Para la realizacion del proyecto se requirié de equipo especial, asi como reactivos

y personal capacitado para la toma de muestra y medicion de las pruebas

especiales. Que fueron administrados por el laboratorio de gerontologia de la

UMIEZ.
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VII.7. Material

Equipo para quimicas Selectra junior

Equipo para biometrias hematicas

Equipo para ensayo cometa

Espectrofotometro

Kit para toma de muestra sanguinea (tubo marca vacutainer, torundas, camisas
ligadura, algodon y agujas)

Cuestionario de estilo de vida (Anexo 2)

VII.8. Toma de muestra

Se les tomé muestras sanguineas en tubos al vacio con heparina como
anticoagulante para la medicion del dafio al ADN y tubos al vacio sin
anticoagulante para quimica de 6 elementos. Las muestras se tomaron entre 7-9

am con ayuno de 8 horas.

VII.9. Técnicas bioquimicas

Electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa)

Fundamento: La electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) es una técnica
gue permite cuantificar el dafio al ADN de manera independiente en cada célula
de una poblacién, mediante la deteccidon de rompimientos de cadenas sencillas de
ADN.

Procedimiento: Se obtuvo sangre total venosa. Se prepararon microgeles en
portaobjetos esmerilados con 3 capas de agarosa: la primera capa con agarosa
regular 1 %, la segunda y tercera capas son de agarosa de bajo punto de fusion
0,5 %. En la capa central se colocé las células sanguineas con la agarosa de bajo
punto de fusion. Los geles se depositaron en una solucién de lisis (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM, NaOH 0,25 M, Triton 1 %, DMSO 10 %, pH 10)

durante 2 h a 4 °C. Posteriormente, se sumergieron en la solucién de
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electroforesis alcalina (NaOH 300 mM, Na;EDTA 1 mM, pH 13) por 20 min.
Después se corrio la electroforesis a 300 mV y 25 mA, por 20 min. Una vez
terminado el proceso, los geles se enjuagaron con etanol 3 veces por 5 min, se
tineron con bromuro de etidio (0,1 g/mL) y se observd bajo microscopio de
fluorescencia, se cuantifico el dafio al ADN como la longitud de la cola del cometa

medida en pm.

VII.10. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando medidas descriptivas, promedio y desviaciéon
estandar (DE), correlacién y prueba de analisis de varianza (ANOVA de una via).
Para todas las pruebas se consider6 un valor de p <0.05 como significancia

estadistica. Para tal efecto se utilizo el programa estadistico SPSS15.0.
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IX. Resultados

VIII.1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacion de estudio

En el cuadro VIII.1. se muestran la media + la desviacion estandar de las medidas
antropomeétricas, la tension arterial, el sexo, y los parametros bioquimicos, por
grupo de edad, en donde los valores son significativamente mas bajos en el
promedio del indice de masa corporal (IMC), la tensién arterial sistélica (TAS) y
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en el grupo de jévenes respecto a los de
adultos y adultos mayores (AM) (p<0.05). Asi mismo, los AM mostraron
concentraciones significativamente mas altas de glucosa (AM, 103+10 vs jévenes,
94+11; adultos, 90+12, p<0.05) vy colesterol (AM, 181+ 37 vs joévenes, 163+24;
adultos, 173+31, p<0.05). No obstante en el caso de los triglicéridos fueron los
adultos los que presentaron concentraciones mas altas (adultos, 198+146 vs.
AM, 142446, jovenes, 113158, p<0.05).

VIII.2. Dafio al ADN por grupo de edad.

La media y desviacién estandar del dafio al ADN observado por grupo de edad,
se muestra en la figura VIIL.1. Al respecto se encontré6 un incremento
estadisticamente significativo de dafio al ADN conforme aumenta la edad
(jovenes, 18.47 + 2.5; adultos, 20.70 £ 3.3 vs. AM, 26.13 £ 7.29, p<0.0001).

VIII.2. Dafio al ADN por grupos de edad.

Para fines de un mejor andlisis estadistico del dafio al ADN por intervalos de
edad, se dividio la poblacion de estudio en los siguientes grupos de edad: (i)
jovenes de 18-25 afios, n= 45 (ii) adultos jovenes 26-44 afios, n=40 (iii) adultos
maduros 45-59 afios, n= 11 (iv) AM de 60-69 afos, n=7 (v) AM de 70 afios y mas,
n=13.
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Los resultados de este analisis se presentan en la figura VIII.2., en donde se
observa un aumento estadisticamente significativo en el dafio al ADN conforme
avanza la edad hasta el grupo de edad de 60 a 69 afios (p<0.05), sin embargo al
comparar el promedio de dafio al ADN entre los grupos de AM, se encontré un
disminucion estadisticamente significativa en el grupo = 70 afios (60 a 69 afios,
27.019 £ 5.74 vs. = 70 afos, 24.82 £ 9.93, p<0.05).

VIII.3. Dafio al ADN en pm por persona.

En la figura VIII.3 se presenta el dafio a la molécula del ADN en micrometros en
cada uno de los sujetos de la poblacion de estudio, en donde observamos que los
jovenes y los adultos presentan menor variabilidad en el dafio al ADN. En este
sentido, el valor mas alto que se presento fue de 18 um para los jévenes y de 27
pm para los adultos, mientras que en los AM esta variabilidad aumenta

presentandose sujetos con valores hasta de 43 um.

Finalmente se llevd a cabo un analisis de correlaciéon entre la edad y el grado de
dafio, observando una relacién con una r=0.523 (p< 0.0001) (cuadro VIII.2).
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CUADRO VIII.1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblaciéon de estudio por grupo de edad

Variable Jévenes Adultos Adultos mayores
n=41 n=40 n=31

Edad (afos) 21+£2 42 +10 69+4
Sexo

Femenino 28 (68%) 32 (80%) 15 (48%)

Masculino 13 (32%) 8 (20%) 16 (42%)
IMC (Kg/m?) 23+5 29+3 27+ 4
TAS (mm Hg) 109 + 12 114 + 11 118 + 11
TAD (mm Hg) 73+8 74+9 74 +10
Glucosa (mg/dL) 94 +£11 90+12 103 +10"
Colesterol (mg/dL) 163 + 24 173 +31 181 + 37"
Triglicéridos (mg/dL) 113 + 58 198 + 146" 142 + 46
HDL (mg/dL) 48 +11° 53+12 56 +18

IMC: indice de masa corporal, TAS: tension arterial sistélica, TAD: tension arterial diast6lica, HDL: lipoproteinas de alta densidad, Prueba ANOVA * p<0.05 adultos,

adultos mayores vs jovenes, ** p<0.05 jovenes, adultos vs adulto mayores, 1 p<0.005 adultos vs jovenes, adultos mayores.



Figura VIII 1. Dafio al ADN por grupo de edad. En la grafica se observa un
aumento estadisticamente significativo en el promedio del dafio al ADN en el

grupo de AM respecto a los grupos de jovenes y adultos.
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ANOVA de una via,* p<0.0001 jovenes, adultos vs adulto mayores.
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Figura VIII.2. Daio al ADN por grupos de edad.

30
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Rango de edad
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(i) Jovenes de 18-25 afios, n=41(18.48+3.25); (i) adultos jévenes de 26-44 afios,
n=24(20.38+2.75); (iii) adultos maduros de 45-59 afios, n= 13(20.75+£1.70); (iv) AM de 60-69 afios,
n=17(27.01+5.74); (v) AM =270 afos, n=17 (24.8249.93). Se observé un incremento
estadisticamente significativo de dafio al ADN conforme aumenta la edad hasta los 69 afios, sin
embargo al comparar el dafio al ADN entre los grupos de AM se observa una disminucion
estadisticamente significativa del dafio en el grupo de AM =70 afos. Prueba ANOVA * p<0.05

grupos de 18-25, 26-44, 45-59 afios vs grupos 60-69 y = 70 anos.
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Figura VIII.3. Dafio al ADN en um por persona.
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La grafica muestra una gran variabilidad del dafio en los grupos de jévenes y adultos, en contraste

con el grupo de AM en el que podemos observar que el dafio es mas homogéneo y constante.
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Figura VIIl.4. Correlacion entre dafio al ADN y edad del individuo en la

poblacion de estudio.
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Figura de correlacion entre el dafio al ADN con respecto a la edad en individuos sanos,
presentando un valor de r=0.523, p=0.0001.
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X. Discusién

Recientemente el estudio sobre el envejecimiento se ha expandido rapidamente,
estimulado por el aumento de ancianos en la poblacion, el alargamiento de la vida

humana y la calidad de vida, entre otros aspectos.

Actualmente en México se han realizado estudios de proyeccion en donde se
reporta que la poblacién de adultos mayores para el afio 2050 sera de un 21.5%,
lo cual representa un reto para el sector salud debido a que la transicion
demogréfica se acompafia de una transicion epidemioldgica, en donde la
prevalencia e incidencia de las enfermedades crénico no transmisibles (ECNT)
como la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension arterial sistémica, las
enfermedades cardiovasculares, la insuficiencia renal y el cancer, entre otras,
desplazan a las enfermedades infecciosas, ocupando los primeros lugares de

morbimortalidad.”’

Asi mismo, en los Ultimos afios se ha relacionado el estrés oxidativo (EOx) y el
dafio al ADN con la incidencia de las ECNT vinculadas con el proceso de
envejecimiento, observando en algunos estudios que durante el proceso de
envejecimiento, el dafio a las biomoléculas por las especies reactivas de oxigeno
se incrementa reflejandose en niveles altos de EOx y como consecuencia un

aumento en la incidencia de ECNT en la vejez.'”°

Por otro lado, se han generado una serie de teorias que intentan explicar el
fenémeno del envejecimiento, sin embargo, se ha observado que no existe sélo
una causa sSino que es multifactorial, considerando la complejidad del

proceso.%%°

Con respecto a esto, Harman en 1956 expreso la teoria de los radicales libres la
cual se baso en las observaciones de que el envejecimiento es un fenGmeno

bioldgico universal y los factores que contribuyen en este proceso se encuentran
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presentes en cada organismo vivo.?® Esta hipétesis presenta al radical hidroxilo y
el peroxido como principales factores durante el proceso de envejecimiento. Esta
hipdtesis, mas tarde se extenderia a las mitocondrias, ya que son los Unicos

organulos, ademas del ntcleo, que contienen su propio ADN.*

En este sentido, el ADN mitocondrial (ADNmt) humano es una molécula circular
de doble cadena de 16,6 kb que codifica 11 ARNm que dan lugar a 13
subunidades del sistema de fosforilacion oxidativa.”® La cadena respiratoria
mitocondrial es un sitio importante de produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO’s) en la célula y, por lo tanto, se ha sugerido que las mitocondrias
son los principales objetivos del dafio oxidativo. Esto condujo a un replanteamiento

100.101 en |a teorfa mitocondrial de

de la teoria de radicales libres por Harman,
radicales libres del envejecimiento, esta considera mutaciones del ADNmt como el
evento primario iniciador en el proceso de envejecimiento. La teoria de radicales
libres mitocondriales postula que el envejecimiento es causado por la toxicidad de
ROS iniciando un circulo vicioso por el cual el ADNmt y otros constituyentes
mitocondriales conducen a la disfuncién de la cadena respiratoria, 10 que a su vez
genera una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) que
facilita el dafio al ADNmt y asi crear un deterioro autoamplificador. Esta teoria
proporciona una conceptualizaciéon diferente y ha estimulado diversos
descubrimientos en la funcion mitocondrial y el envejecimiento, sin embargo, este

modelo también ha sido ampliamente debatido.'%

Como se ha expuesto anteriormente, Harman en su teoria propuso que en el
fenbmeno del envejecimiento, se establece un incremento de RL durante este
proceso, lo cual desencadena un desequilibrio en el sistema antioxidante, creando
un estado de EOx, este estado genera una gran problematica para el sistema
entre los cuales se destaca el dafio a biomoléculas y la presencia de
enfermedades crénico degenerativas como el Alzheimer, diabetes mellitus tipo 2,
osteoporosis, aterosclerosis, cancer, entre otros.**’” Asimismo, existen factores

que favorecen la generacion de RL, estos pueden ser resultado de procesos
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fisiologicos como es el metabolismo de los alimentos, asi como factores fisicos
como el tabaco, medicamentos, la respiracion, radiaciones UV, alcoholismo entre

otros.17’28’40'42

Debido a lo anterior, los organismos estan expuestos a una gran cantidad de RL,
que pueden generar EOx, sumado a esto se menciona que el envejecimiento per
se va a provocar un aumento de ERO’s, generando EOx, sin embargo los
resultados al respecto ain son controversiales, por lo que sigue siendo de interés
cientifico la evaluacion de algunos productos de dafio oxidativo como los
lipoperoxidos (LPO), el dafio oxidativo al ADN y algunos compuestos enzimaticos
y exdgenos con el fin de establecer una mejor percepcion de la relacién entre el

EOx y el envejecimiento.??%%%3

En este marco, con el envejecimiento los individuos presentan una disminucion
relativa de sus funciones bioldgicas, desde un nivel multisistémico hasta a un
nivel molecular, al respecto en la investigacion realizada observamos alteraciones
metabolicas y sistémicas conforme aumenta la edad de los individuos, esto nos
permite observar que en el humano, a un nivel multisistémico se genera una
disminucion de la reserva homeostatica relativa a  cambios metabdlicos,
propiciando una acumulacién de agregados proteicos y lipidicos. Segun Martin et.
al. (2007) existe un deterioro general en la estructura y funcion de todos los
organos, vinculado con el envejecimiento, lo cual limita las capacidades
fisiolégicas reflejandose en el aumento de los marcadores bioquimicos en los

adultos mayores.'®

Con respecto al dafio causado por los RL al ADN, la determinacién de la migracién
de éste por ensayo cometa en linfocitos de sangre periférica es utilizada como
marcador confiable de dafio oxidativo, dado que algunos autores han observado
que durante el envejecimiento se elevan los marcadores de EOx y por ende el

dafio oxidativo a la molécula del ADN. Sin embargo, no todos los estudios
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concluyen lo mismo por ello nos centramos en el estudio del dafio que recibe la
molécula de ADN, en personas sanas con estilos de vida saludables, en diferentes
etapas de la vida. Con respecto a los resultados del estudio, se observé un
incremento del dafio al ADN conforme aumenta la edad, estos resultados son
congruentes con lo reportado en otras investigaciones. En este sentido, Betii et.
al. (1994), observé un aumento del dafio al ADN relativo a la edad en linfocitos
en fumadores.®” Asimismo, Mendoza-Nufiez et. al., observaron resultados
similares respecto al incremento de dafio al ADN conforme aumenta la edad en
una poblacién de adultos mayores.*® Entre los estudios que han observado
resultados similares se pueden destacar el realizado en células espermaticas
humanas por Wyrobek et al. (2006) y Schmidet al. (2007), asi como el que se

llevé a cabo en modelos animales Fraga et al. (1990). y Hamilton et. al. (2001).°%%°

Por otro lado, Humphreys et. al. (2007) han observado un incremento de 8-OHdG
durante el envejecimiento, como marcador de dafio y reparacion al ADN durante
este proceso, lo que aunado a lo encontrado por King et al.(1997), en un estudio
en el cual se observd una capacidad de reparacion del ADN de los mayores a 75
afios equiparable a los valores encontrados en el grupo de entre los 35 a 39 afios,
y Mendoza-Nufiez (2010) en donde observd menor dafio al ADN en mujeres
mayores, nos permitiria explicar los resultados obtenidos en la poblacién estudio,

en donde observamos que a partir de los 70 afios disminuye el dafio al ADN.%%%%
105

Esto probablemente se deba a un conjunto de eventos, que surgen como
respuesta del organismo al exponerse a algun factor estresante, para mantener el
equilibrio homeostatico, o a la hormesis que es un fendmeno en el cual se
favorece la reparacion del dafio al ADN, al encontrarse concentraciones bajas de
RL. Estos dos fendmenos probablemente se encuentren interaccionando de forma
eficiente durante todo el proceso de envejecimiento, manteniendo asi la
estabilidad de la molécula del ADN, lo que supondria que los individuos que no

manejan estos dos mecanismos de manera adecuada posiblemente no sobrevivan

Gonzalez Alcantara Erick Jacinto Pagina 53



RELACION DEL DARNO AL ADN CON EL PROCESO NORMAL DEL ENVEJECIMIENTO HUMANO

después de los 70 afios. Sin embargo no hay una razén para suponer que los
mecanismos de prevencion en las personas adultas difieran en principio de los
mas jovenes. El organismo posee un sistema antioxidante que ayuda a
contrarrestar el dafio oxidativo, entre los cuales se encuentran las enzimas y las
vitaminas, que evitan que se genere este tipo de dafo, es por ello que sumado a
lo anterior, tener un estilo de vida saludable, en el cual incluyan ejercicio regular,
evitar el alcoholismo y el tabaquismo, aunado a una dieta balanceada, permitan

tener un menor dafio al ADN después de los 70 afios.?}>3106-108

Finalmente al analizar el dafio al ADN de manera individual, pudimos corroborar
gue a medida que aumenta la edad aumenta el dafio al ADN, siendo el grupo de
los adultos mayores en donde se presenta mayor dafo, pero a su vez una mayor
discrepancia, ya que en éste se encuentran sujetos con un alto grado de dafio al
ADN sin ser los de mayor edad (de 60 a 69 afios) mientras que los mas viejos
presentaron menor dafio. Esto nos permitiria apoyar la hipotesis que durante el
envejecimiento pudiese presentarse el mecanismo llamado hormesis, que
ayudaria a mantener la integridad de la molécula del ADN durante este proceso, lo
gue concuerda con lo observado en los resultados por Mendoza-Nufiez et. al.
(1999) en los cuales se muestra una disminucién del dafio al ADN después de los

70 afios.*°

Es importante resaltar que conocer la variabilidad del dafio al ADN durante el
envejecimiento nos permitiria entender la relacion entre éste y las enfermedades
cronico-degenerativas de caracter multifactorial, para de esta manera poder
plantear estrategias que contribuyan a mantener la integridad de esta molécula y
con ello prevenir y controlar la presencia de enfermedades crénico no trasmisibles
de mayor prevalencia en la vejez. En este sentido, como lo postula la Gerociencia,
al manipular los factores que contribuyen junto con el envejecimiento a generar
dafo al ADN, en paralelo se retrasaria la aparicion de los trastornos asociados con

la edad.?®
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Xl.  Conclusién

Hipotesis

Tomando en cuenta las evidencias cientificas sobre la relacion del dafio al DNA
con el proceso normal del envejecimiento humano, suponemos que se observara
un incremento estadisticamente significativo del dafio al ADN conforme avanza la
edad.

Conclusion

e Nuestros hallazgos sugieren que conforme aumenta la edad el dafio al ADN
es significativamente mayor.

e Nuestros resultados sugieren que a partir de los 70 afios probablemente
exista a una mejor capacidad de reparacion del ADN, reflejandose en un

menor dafo en esta molécula.
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XIl. Perspectivas

e Es conveniente el ampliar el tamafio de muestra procurando una proporcion
mas equilibrada entre ambos sexos, esto con el fin de que los resultados
permitan establecer conclusiones de mayor peso.

e Se debe de completar el estudio con la evaluacion de otros marcadores de
dafio al ADN, como 8-hidroxiguanosina y capacidad de reparacion, asi
mismo, evaluar otras variables, como son la exposicién a contaminantes
ambientales, dieta, lugar de residencia, entre otros, para determinar la
relacion de estos con el dafio al ADN.

e Es conveniente el realizar estudios longitudinales que nos permitan el
entender las variaciones de dafio al ADN, en las Ultimas etapas de la vida.
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XIV. Anexos

Anexo 1. Carta de consentimiento informado

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA™

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

ZARAGOZA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: “Dafio al ADN en el proceso del envejecimiento.”

Antecedente y Objetivo
Estudios recientes demuestran que a medida que los organismos celulares envejecen se encuentra mayor dafio

al ADN, sin embargo las evidencias cientificas en humanos son escasas e inconsistentes.
Procedimiento

Se invitaran a personas mayores de edad sanas, sin enfermedades cronicas (Diabetes Mellitus,
Hipertension arterial o algiin problema de articulaciones), personas libres de adicciones (tabaquismo
alcoholisnmo o algun tipo de estupefacientes), a que participen de manera voluntaria al proyecto. A todas
las personas incluidas en el estudio se les realizard pruebas del Estado bioquimico, actividad cardiaca,
evaluacion de salud (cuestionario) y medidas antropométricas.

CONDICIONES PARA INGRESAR AL ESTUDIO
=  Edad: mayores de 18 afios, sin distincion de sexo.

= Clinicamente sanos, sin enfermedades cronicas (Diabetes Mellitus, Hipertension arterial o algin
problema de articulaciones).
= Personas libres de adicciones (fumar, beber o algun tipo de estupefacientes).

=  Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.

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.
Beneficios
Las pruebas no tendrdn ningun costo y los resultados de quimica sanguinea y biometria hematica, se les

entregaran a los participantes para el control y vigilancia de su estado de salud.
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Confidencialidad
Toda la informacion obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que sélo se le proporcionara al
participante y a su médico tratante.

Preguntas

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacidn la podra consultar con su médico tratante
y con los participantes de la Unidad de Investigacién en Gerontologia.

Derecho a rehusar
La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA, 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 TIiTULO: “Dafio al ADN en el proceso del envejecimiento.” Y FIRMO
VOLUNTARIAMENTE ESTE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos y he recibido una copia de este

impreso.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de un familiar (testigo):

Nombre y firma del investigador:

Valle de Chalco, Edo. De México a de del

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.
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Anexo 2. Cuestionario estilos de vida

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

i

“ZARAGOZA" iz

. . X

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA iz
FES

ZARAGOZA

CUESTIONARIO DE ESTILOS DE VIDA

Nombre Fecha:
Edad: Sexo: Estado

Civil:

Lugar de residencia:

Escolaridad maxima Anos de escolaridad
Ocupacion actual Antigiiedad
(Cuanto tiempo hace desde su casa al trabajo o/y escuela?
(Cuantas horas al dia trabaja o/y estudia?

Nk W=

En general ;como clasificara su estado de salud?

Muy bueno Bueno Malo Muy malo

6. (Como encuentra su estado de salud comparado con la del afio pasado?

Muy bueno Bueno Malo Muy malo

7. Actualmente ;tiene alguna enfermedad diagnosticada?  Si

No (Cuanto tiempo hace que le diagnosticaron?(en afios y
meses)

8. En las ultimas semanas ;ha presentado alguno de los siguientes sintomas?
Sintoma Si No Sintoma Si No
Dolor de huesos ,articulaciones o Boca seca
musculares
Mareos , nauseas Adormilado durante el dia
Cansancio sin razon aparente Inflamacién abdominal
Dificultad para dormir Zumbido de oidos
Falta de aire al realizar actividad Hormigueo en brazos y
fisica piernas
Dolor de cabeza Pérdida de apetito
Comer en exceso Ansiedad

9. (Cuantas horas al dia duerme?
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10.

(Como considera la calidad de su suefio?

Muy bueno Bueno Malo Muy malo

11.
12.

13.
14.
15.

(Consume algun tipo de medicamento o complemento alimenticio?
(Cuales son?:

[realiza ejercicio? Si No A veces
(Cuantos dias a la semana lo realiza? (Cuantas horas al dia?

(Qué tipo de ejercicio realiza?

Caminata Cardiobox Pesas Zumba

Correr Yoga Natacion Spinning

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.

Otros:
Justed fuma? Si (Cuantos cigarrillos a la semana? No

(Desde hace cuanto tiempo fuma?
Jconvive con alguna persona fumadora?
(usted consume bebidas alcohodlicas? Si No  ;Cudntas copas a la semana?

(Desde hace cuanto tiempo bebe?

(Qué tipo de bebida consume
(Cuantas veces al dia come?
(Qué tipo de comida consume regularmente

(Cuantas veces al la semana consume?

Alimento Veces ala
semana

Carne roja

Pescado

Pollo

Huevo

Productos lacteos (especifique)

Verduras (especifique que verduras consume mas
frecuentemente)

Frutas (especifique que frutas consume mas frecuentemente)
Productos derivados de semillas (especifique mas
frecuentemente incluyendo aceites o derivados)
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