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I. Resumen

Introduccion: Se ha considerado que el proceso de envejecimiento se caracteriza por una
disminucion de las funciones y capacidades del ser humano, haciéndolo susceptible a
padecer enfermedades consideradas neurodegenerativas, como los casos de deterioro
cognitivo (DC). Donde esta disminucion constante en el rendimiento cognitivo se asocia
con un aumento del estrés oxidante (EOx) ligado a la desorganizacién celular causado por
los radicales libres (RL) y otras especies reactivas de oxigeno (EROs). Por lo que los
cambios histopatolégicos que sufren las neuronas, son debidos a la exposiciébn de un
ambiente oxidativo que va en aumento con la edad afectando directamente proporcional
las funciones cognitivas, afectando de forma significativa la calidad de vida los adultos
mayores. Motivo por el cual es de suma importancia las investigaciones gerontoldgicas que
mejoren la calidad de vida, una de estas investigaciones es la asociacion del DC con el el

EOXx, sin embargo las investigaciones con humanos son escasas y no concluyentes.

Objetivo: Determinar la relacion del estrés oxidante con el deterioro cognitivo en una

poblacién de adultos mayores del Estado de Hidalgo.

Material y método: Se realizO un estudio observacional, prolectivo, trasversal vy
comparativo, en una poblacion de 135 adultos mayores del Estado de Hidalgo, que
firmaron el consentimiento informado, de sexo indistinto, residentes del estado de Hidalgo,
sin enfermedades terminales y sin adicciones. A los cuales se les aplico el Mini-Mental
State Examination de Folstein (MMSE) para medir la presencia de deterioro cognitivo (DC) y
se les tomé una muestra sanguinea para la determinacion de glucosa, perfil de lipidos y
marcadores de estrés oxidativo. Los datos fueron analizados, con el programa estadistico

SPSS version 20.0 utilizando medidas descriptivas de las variables cuantitativas, media (X),



y desviaciones estandar (DS), y como prueba de comparacion t de Student con una

significancia estadistica de 0.05 (al 95% de confianza).

Resultados: En el estudio participaron 135 adultos mayores de los cuales el 68% fueron
mujeres y 32% hombres. La prevalencia de DC fue del 29%, de acuerdo al MMSE.
Respecto a los marcadores de EOx se puede observar que los adultos mayores con DC
presentaron una menor CAT, asi como una baja actividad de la enzima antioxidante GPx y
un valor mayor de la raz6n SOD/GPx, comparados con los adultos mayores sanos, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa. Asimismo, en el grupo con DC se presentd
un mayor porcentaje de adultos mayores con una CAT baja. Los marcadores de EOx que
se presentaron como factores de riesgo para la presencia de DC, fueron una CAT baja y la
presencia de EOx, con una RM de 2.33, un ICgss de 1.04-5.20 y p= 0.037, mientras que
para la presencia de EOx la RM fue de 2.82 con un ICgs¢ de 1.09-7.31 con valor de p=

0.029.

Conclusion: Una CAT baja, asi como presentar EOx son factores de riesgo para la
presencia de DC en los adultos mayores. Por lo que nuestros hallazgos sugieren que

existe un vinculo etiolégico y fisiopatologico entre el EOx y el DC leve.



[l. Introduccién

El envejecimiento es un proceso biolégico que se caracteriza, principalmente, por una
disminucion de las funciones que hacen mas susceptible al ser humano de padecer
enfermedades y morir a consecuencia de ellas, durante este proceso el organismo va
perdiendo la habilidad para responder ante el estrés y mantener la regulacion homeostatica
y metabdlica; siendo consecuencia la disminucion de las capacidades cognitivas y de
sobrevivencia. Aunque un cierto nimero de adultos mayores desarrollan discapacidades
por la falta de una respuesta adecuada a los agentes estresantes del medio ambiente, la
vejez no es considerada una enfermedad, sin embargo, existen alteraciones que
convierten el proceso natural del envejecimiento, en un envejecimiento anormal o
patolégico, por la presencia de enfermedades cerebrales, la cardiopatia isquémica y
aquellas que son capaces de provocar las demencias que suceden con mayor frecuencia
después de los 65 afos, esta disminucion constante en el rendimiento cognitivo acompafa
al proceso natural del envejecimiento en las personas, en donde varios estudios en seres
humanos y en modelos animales han indicado que este deterioro se asocia con el aumento
del estrés oxidante (EOXx) ligado a la desorganizacion celular causado por los radicales
libres (RL) y otras especies reactivas de oxigeno (EROs), es asi que puede decirse
entonces que el EOx es el efecto adverso que se produce en los tejidos de los seres vivos
cuando existe un incremento de la degradacion de sus biomoléculas, consecuencia de los
RL. Dicha lesion oxidativa, cuando se produce en moléculas de gran importancia biologica

como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, puede conducir a la muerte celular.

Desde hace un tiempo los avances médicos generados y la baja en la fecundidad, muestra
un incremento mucho mas acelerado de la poblacion de tercera edad que a su vez

aumenta la prevalencia e incidencia de enfermedades consideradas neurodegenerativas,



como los casos de deterioro cognitivo (DC), es por esto, que estudios recientes se
interesan en la investigacion del DC, entidad clinica previa a la demencia. Siendo un
trastorno de los varios que existen relacionados con el EOx, sin embargo las
investigaciones con humanos son escasas y no concluyentes, por tal motivo la finalidad de
este estudio fue determinar la relacion del EOx con el DC, con el fin de disponer de
informacion cientifica que permita sustentar programas de promocion de la salud e
intervencion comunitaria, enmarcados en estilos de vida antioxidantes (ejercicios de baja
intensidad, consumo de alimentos ricos en antioxidantes y eliminando en lo posible los
factores que favorecen la produccion de RL exogenos) provocando asi que disminuya la

incidencia de DC en la poblacion gerontoldgica.



Il. Marco tedrico

[lI.1. Envejecimiento.

I11.1.1. Definicidén.

La forma en la que se puede definir que es el envejecimiento, es por lo que podemos
observar a nuestro alrededor o en nosotros mismos. Sabemos qué se trata de cambios que
se caracterizan, en el orden morfologico, psicologico, funcional y bioquimico, por una
pérdida progresiva a lo largo del tiempo de la capacidad de adaptacion y de reserva del
organismo®. En otra forma el organismo va perdiendo la habilidad para responder ante el
estrés y mantener la regulacion homeostatica y metabodlica, consecuencia de la

disminucién de las capacidades cognitivas y de sobrevivencia®.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el envejecimiento es el proceso
fisiolégico que comienza en la concepcidon y ocasiona cambios caracteristicos de la
especie durante todo el ciclo de la vida, donde en los ultimos afios de la vida estos

cambios producen una limitacion de la adaptabilidad del organismo con su medio.

En la unidad de Investigacion de Gerontologia de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM, se define al envejecimiento como un proceso gradual y adaptativo,
caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostatica, debida a las
modificaciones morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas y psicolédgicas, 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®.

Aunque existe un declinar del organismo, que es determinante en esta etapa de la vida, la
actitud personal ante el envejecer y el entorno familiar y social, la integracion de estas

esferas, provocaran la situacion funcional del individuo, que expresa su capacidad de vivir



independientemente en el medio pese a sus limitaciones fisicas, psicolégicas o socio-
ambientales. El envejecimiento fisiol6gico afecta a todos los 6rganos y sistemas, pues
todos esos cambios van a tener grandes variaciones individuales: no todas las personas
envejecen igual ni al mismo ritmo, ocurriendo igual entre los diferentes 6rganos y sistemas
dentro del organismo: el envejecimiento no es sincronico. La involucion del sistema
nervioso, endocrino e inmunitario, se traduce en una mayor vulnerabilidad frente a las
agresiones, haciendo al adulto mayor mas susceptible a las infecciones, caidas, fracturas,
entre otros. Muchos de los cambios asociados en el proceso de envejecimiento son el
resultado de pérdidas graduales que comienzan en la edad adulta y que no se hacen

evidentes hasta que la pérdida es significativa®.

Es importante destacar que esta definicion excluye explicitamente las enfermedades
asociadas al envejecimiento, aunque cabe destacar que no es una enfermedad, y eso
explica en parte la resistencia de esta etapa de la vida a ser definida en forma categoérica
gue, sin embargo, se asocia a enfermedades crénicas, siendo raro encontrar "vejez" como
causa de muerte en un certificado de defuncién®. En términos generales, se acepta que
este inicia temprano en la vida y que los cambios biolégicos relacionados con él aparecen

de manera asincrénica en distintos aparatos y sistemas®.

[11.1.2. Teorias del envejecimiento

El proceso de envejecimiento va acompafiado de cambios que son irreversibles a nivel
celular, tisular y visceral donde estos pueden ocasionar enfermedades degenerativas
cronicas o propias de la vejez. A pesar de que no se conocen los mecanismos moleculares
gue lo condicionan, son numerosas las teorias que existen al respecto y los modelos
postulados’. Una teorfa existente, es la de dafios acumulados que sugiere que las células

acumulan dafios poco a poco y no se pueden reparar con el paso de los afos,

\l



acompafada a que el sistema inmunoldgico de los adultos mayores esta disminuido y el
sistema de reparacion de acido desoxirribonucleico (ADN) decrece con los afios, es como
se sustenta esta teoria. Con base a esta teoria, aparece otra relacionada con los RL, en el
cual se plantea que estas mutaciones y dafios son debidos al proceso de obtencién de
energia adenosin trifosfato (ATP) a partir del oxigeno lo que produce su formacion. Estos
RL en proporciones adecuadas ayudan a mantener el cuerpo saludable con la eliminacion
de toxinas, pero cuando se produce en grandes cantidades en el organismo, causan dafio
e incluso la muerte celular®. Su participacion en el proceso de envejecimiento se basa en

tres factores fundamentales®:
» La produccion de oxidantes
» El nivel de defensa antioxidante
» La extension del dafio oxidativo.

En el envejecimiento los RL son mas perjudiciales debido a la disminucion de los sistemas
antioxidantes endégenos que se encuentran en el organismo y se sintetizan a nivel celular,
y de los exdgenos que son ingeridos en la dieta, produciendo una mayor probabilidad de
que estos radicales ejerzan su accion a nivel celular®. El aumento del EOx conduce a
cambios degenerativos y a la pérdida neuronal que ocurre en el proceso de

envejecimiento™.

I11.1.3 Epidemiologia

Es asi que el envejecimiento demografico se define como el aumento progresivo de la
proporcion de las personas de 60 afios y mas con respecto a la poblacion total, donde a
nivel mundial el nimero de personas mayores aumenta exponencialmente®. Es cuando a
medida que el proceso de envejecimiento va avanzando, el ritmo de crecimiento de la

poblacién muestra incremento mucho méas acelerado en el tramo de 60 afios de edad y
8



mas, por efecto de la disminucion de la mortalidad adulta por los avances médicos
generados y la baja en la fecundidad, lo que provoca que la poblacién menor de 15 afios

comience a desacelerar su ritmo*?*3,

En otras partes del mundo piensan que en América Latina, las sociedades jovenes tienen
altas tasas de natalidad y familias numerosas. De acuerdo a esta vision, el reto para estos
paises consistiria en lidiar con poblaciones que son muy jovenes y que crecen muy
rapidamente.'® Pero a pesar de que esta popular representacion reflejaba la realidad en
casi toda América Latina hasta entrados los afios ochenta, en la actualidad resulta
completamente incongruente, ya que en realidad, se encuentra en medio de una
transformacion demografica de largo alcance. Esto debido a que en las décadas pasadas,
la natalidad ha caido dramaticamente en casi toda la region y hoy se encuentra cerca o
incluso por debajo de la tasa en la mayoria de los principales paises de la region,

incluyendo a Brasil, Chile y México.™

Por lo que el resultado de esta transformacion sera una dramatica desaceleracion del
crecimiento poblacional y un igualmente dramatico envejecimiento de la poblacion. La
Organizacion de las Naciones Unidas proyecta que el porcentaje de la poblacion
latinoamericana de 65 afios 0 mas se triplicara para mediados de este siglo*®. Esto es que
hacia el afio 2050, en América Latina habra tantas personas cumpliendo 65 afios cada afio
como nuevos nacimientos, por lo que el inminente envejecimiento amenaza con
sobrecargar a los jovenes y dejar a los adultos mayores vulnerables a las dificultades en la

vejez.
I11.1.4. Envejecimiento cerebral

El cerebro, al igual que el resto del cuerpo, cambia a medida que se envejece, es entonces

gue muchas personas notan que la falta de memoria aumenta progresivamente con la

9



edad. Es asi que ocurren alteraciones en las funciones mentales, la coordinacion motora y
los patrones del suefio; ya que disminuye el peso y volumen cerebral, debido a la
reduccién de neuronas y vasos sanguineos, y el aumento de las neuronas atréficas. En el
cerebro la sustancia gris se reduce, esto sucede a partir de la tercera. década de la vida y
la sustancia blanca entre la sexta y la séptima década, por lo que se considera que a lo
largo de la vida el cerebro sufre una serie de modificaciones estructurales, microscopicas,
macroscopicas Yy bioquimica, estas alteraciones se relacionan con cambios
neuroendocrinos, el cual provoca decremento abrupto y gradual en la circulacion
hormonal.'” Por lo que diferentes sistemas del organismo no envejecen a la misma
velocidad, entonces es probable que un cerebro viejo sea consecuencia del deterioro de
otros sistemas como el cardiovascular o endocrino, aunado al propio proceso de

envejecimiento cerebral®.

[11.2. Deterioro cognitivo (DC)

El deterioro cognitivo refleja una disminucion del rendimiento de las capacidades mentales
o intelectivas un ejemplo es la memoria, la orientacion, el pensamiento abstracto, lenguaje,
juicio, razonamiento, capacidad para el célculo, habilidad constructiva, aprendizaje y
habilidad visual espacial. Por lo que un nivel cognitivo deficiente, asi como un declive
respecto al nivel de funcionamiento previo, pérdida parcial o global de las capacidades

previamente adquiridas, estara asociado a la edad™.

[11.2.1. Origen y trayectorias del DCL

Se refiere al deterioro cognitivo leve (DCL) sindrome que puede presentar déficits
cognitivos cierta edad en una determinada cultura, mientras que la conceptualizaciéon del
deterioro cognitivo (DC) estado transicional entre los procesos de cambio propios del

envejecimiento y un estadio temprano de la demencia, se ha transformado en ambito de
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interés para los investigadores basicos y clinicos, motivo por el cual se realizan estudios
clinicos y epidemioldgicos de tipo longitudinal, para monitorear el funcionamiento cognitivo

de las personas de la tercera edad.

El deterioro cognitivo comparte con la demencia factores de riesgo por ejemplo la edad, el
sexo, el nivel educativo, la carga genética y la presencia de trastornos depresivos.
Adicionalmente, se sabe que por sobre los 60 afios, aumenta el riesgo de padecer DCL,
los ultimos afios, debido al incremento del envejecimiento de la poblacion, la demencia se
ha convertido en el trastorno neurodegenerativo por excelencia, problema de grandes
dimensiones médicas y sociales. La demencia es un sindrome de naturaleza cronica y
progresiva, caracterizada por el deterioro de las funciones cognoscitivas y de la conducta,

lo que ocasiona discapacidad y dependencia®.

[11.2.2. Tipos de Deterioro Cognitivo

La alteracion cognitiva del adulto mayor que no alcanza demencia, es decir, sin
repercusion significativa en sus actividades domésticas, ocupacionales y sociales, o con
una muy discreta repercusion (solo para actividades complejas) incluye dos conceptos de
gran operatividad practica y utilidad en la clinica diaria: el deterioro cognitivo muy leve o sin

demencia, y el deterioro cognitivo leve o con demencia dudosa®.

[11.2.2.1. Deterioro cognitivo muy leve

Ocurre a todas las edades, pero es mas frecuente en la poblacién afiosa. Es la pérdida o
alteracion de las funciones mentales, tales como memoria, orientacidén, lenguaje,
reconocimiento visual, conducta, que interfiere con la actividad e interaccién social de la
persona afectada. Deterioro cognitivo y demencia son conceptos similares, diferenciandose

sélo por el grado de la alteracion?.
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[11.2.2.2. Deterioro cognitivo leve o con demencia dudosa

El deterioro cognitivo leve es un estadio intermedio entre el deterioro cognitivo normal por
envejecimiento y el deterioro mas grave de la demencia. Puede implicar problemas con la
memoria, el lenguaje, el pensamiento y el juicio que son mas graves que los cambios

normales relacionados con el envejecimiento.

En el anciano normal se deterioran las habilidades viso-espaciales, la capacidad de
calculo, la de nuevos aprendizajes y retencién de la informacién. El avance de la edad se
relaciona con deterioro de las capacidades cognitivas. Sin embargo, hay un grupo de
sujetos que presentan deterioro cognitivo, principalmente en su memoria y que, sin llegar a
la demencia, les obstaculiza en su funcién cerebral, de manera moderada. Es ese grupo el

que se clasifica deterioro cognitivo leve®.

Sintomas: Suelen ser pacientes ancianos (mas de 65 afios) que explican pérdida de
memoria y alteracion en la realizacion de sus actividades habituales. Aunque el DCL pueda
presentar una variedad de sintomas, cuando el sintoma de pérdida de memoria es
predominante, el DCL pasa a designarse a modo de DCL amnésico, factor de riesgo para
la Enfermedad de Alzheimer. Dicha sintomatologia es persistente en el tiempo y, por otra

parte, no se debe a la existencia de otras enfermedades (neurolégicas o de otro tipo) %*.

Algunos sintomas que se consideran de alarma o sugerentes de demencia son: dificultad
para aprender y retener nueva informacion, donde las personas se vuelven repetitivos y les
cuesta recordar conversaciones, eventos, citas y objetos. Dificultad para realizar tareas
complejas cocinar; presencia de deterioro en la capacidad de razonar, donde se presenta
incapacidad para responder con un plan para enfrentar un problema laboral o personal,
desorientacion espacial donde existe incapacidad para manejar, deterioro en el lenguaje,

apareciendo dificultad para encontrar las palabras adecuadas en una conversacion y
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alteraciones en el comportamiento donde las personas pueden presentar pasividad o

irritabilidad?®®.

La prevalencia de deterioro cognitivo se ha incrementado de manera significativa en las
tltimas décadas, cuyo estudio se dificulta porque la mayoria de los pacientes no acuden al
médico para su valoracion; su control es la clave para disminuir la mortalidad por
enfermedades cardiovasculares, cerebro vasculares y renales, para lograr este objetivo es
importante involucrar a toda la poblacion en la lucha contra todos los factores de riesgo;

realizandose periédicamente un examen fisico y mental®.

El examen mental debe incluir una evaluacion en las areas cognitivas afectivas.
Recomendando siempre utilizar instrumentos estandarizados, a pesar de que hay muchos,
los diferentes test aplicados en la actualidad estan clasificados por aceptacion a

continuacion %’.

e Set-test de Isaacs

e Test Del Dibujo Del Reloj (TDR) (Clock Drawing Test-CDT)
e Cuestionario Portétil del Estado Mental de Pfeiffer (SPMSQ)
e Mini-Mental State Examination (MMSE)

e Mini-Examen Cognoscitivo de Lobo (MEC)

e Escala de demencia de Blessed (BDS)

e Test del Informador (TIN o IQCODE)

En este caso se ocupara el Mini Mental Test Folstein (MMSE) que es ampliamente
aceptado en el mundo, debido a que tiene puntos de corte para determinar DC por

escolaridad y edad; ademas de ser exclusivo para adultos mayores. (Cuadro 1.1) #’
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CUADRO .1 Puntos de corte para determinar por MMSE DC por escolaridad y edad.

ANOS DE

SSCOLARIDAD Y 5054 55-59 60-64 6569 70-74 7579 80-84

0-4 anos

5-8 anos

9-12 anos

13 6 mas

[11.2.3. Examen del estado mental — deterioro cognitivo

El Mini-Mental State Examination de Folstein (MMSE) es un test de screening
desarrollado por Folstein et al. en 1975 %. Dentro de las escalas cognitivas-conductuales,
este tiene alta dependencia del lenguaje y consta de varios items relacionados con la

atencion.
Dentro de las recomendaciones basicas para su correcto uso estan

1- La prueba no tiene limite de tiempo, debe hacerse en un ambiente de calma,

relajacion y alejada de posibles intrusiones.

2- El facultativo que pase el test debe estar familiarizado con él, para que la sucesion

de preguntas y pruebas sea fluido y concreto.

3- Si el examinado corrige una respuesta, se le debe dar crédito a la respuesta

correcta.
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El MMSE fue desarrollado para diferenciar la demencia y el delirium en poblaciones sin

dificultades de aprendizaje.

EL MMSEF es un instrumento breve (el tiempo de aplicacion es de 5 a 10 minutos) y de
facil administracion, por lo que han generalizado su uso a nivel internacional. Se ha

traducido a diferentes idiomas existiendo en espafiol varias traducciones?.

Diversos estudios han comprobado la fiabilidad del MMSE, dada su validez, sensibilidad y
especificidad (identificar correctamente las personas con y sin deterioro cognitivo), y su

correlacién con otros examenes de evaluacion de la funcion cognitiva®.

[11.3. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno es un elemento quimico de gran abundancia sobre la Tierra. Se encuentra en
un 53.8% de la corteza terrestre y su forma estructural O, hace parte de cerca del 21% de
la composicidn del aire. Sin duda alguna el oxigeno es un elemento imprescindible para la
vida; es usado por los organismos aerdbicos para aumentar la extraccion de energia
proveniente de los nutrientes, mediante su oxidacién y liberacion en forma de ATP, pero el
oxigeno es un elemento que presenta un perfil con doble efecto fisiolégico; es esencial
para el desarrollo de la vida aerobia y posee efectos toxicos inherentes a su estructura. Del
oxigeno se derivan moléculas inestables denominadas RL que pueden causar dafio a nivel
celular, cuando se pierde el equilibrio entre dichas moléculas y el sistema de defensa
antioxidante que poseen los seres vivos, pueden llegar a ser fuente de enfermedades, esto
a través de una produccion incontrolada de RL, que dafian las macromoléculas (lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y &cidos nucleicos), generando lo que se denomina EOx®
3 El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis Oxido-reduccion intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y

antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una excesiva produccion de
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especies reactivas de oxigeno (EROs) y/o por deficiencia en los mecanismos

antioxidantes, conduciendo a dafio celular.

111.3.1 Radical libre

Un radical libre (RL) es aquella figura quimica que tiene en su estructura uno o mas
electrones no apareados, altamente reactiva y clave para formar otros RL en cadena, que
por la vida media (microsegundos), ocurre una rapida propagacion con moléculas aledafas
y mayor dafio potencial. Es asi que un RL puede afectar un millén de moléculas durante la

reaccién en cadena. Los compuestos en cuestién forman parte de las EROs %%,

Los RL son liberados durante el metabolismo humano o por contaminantes ambientales,
sean atmosféricos, acuaticos, o de suelos, las radiaciones ultravioleta, gamma, Hertziana,

entre otros.

De igual forma se pueden relacionar con el consumo o uso de sustancias como el alcohol,
tabaco, drogas, exposicion a fertilizantes, pesticidas o debido a una alimentacién no
adecuada. Incluyendo ademas el metabolismo de algunos quimicos y elevado estrés fisico

o psiquico®.
[11.3.2 Teoria de los radicales libres (RL)

Esta teoria postula que el dafio sostenido, que ademas es infligido por la exposicidon
ininterrumpida por oxidantes, es el punto fundamental detrds de la pérdida de la funcion
celular y de su vitalidad. Por lo que el organismo contrapondra la accién de antioxidantes
para desintoxicar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio de las

estructuras bioldgicas resultantes®.

En condiciones normales en organismos aerobicos la fuente mas importante de oxigeno

reactivo se encuentra probablemente en la pérdida de oxigeno activado de
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las mitocondrias durante el funcionamiento normal de la respiracion oxidativa. Estas EROs
juegan un papel muy importante en la sefializacion celular, en un proceso denominado
sefalizacion oxido reduccién (redox). Asi, para mantener la homeostasis celular, debe
lograrse un equilibrio entre la produccién de oxigeno reactivo y su consumo.** Cuando el
equilibrio entre RL y antioxidantes se pierde en favor de los primeros, se genera el estrés
oxidante, desencadenando una serie de procesos dafinos que se asocian al desarrollo de
numerosas enfermedades por ejemplo la ateroesclerosis, cancer, cataratas, depdsitos de
minerales entre los que esta el hierro y cobre en diferentes areas del cerebro, diabetes,
artritis, inflamaciones crénicas y neuropatologias como la enfermedad de Parkinson y
Alzheimer. Asimismo, el proceso biolégico del envejecimiento se acelera en relacion
directa con la magnitud del estrés oxidante y su relacion con alteraciones metabdlicas y

deficiencia cognitiva***°.

111.3.3. Antioxidantes

Las células disponen de una serie de mecanismos bioquimicos que integran el sistema
antioxidante, que se encuentra compuesto por enzimas como la catalasa, el superéxido
dismutasa (SOD) y el glutation peroxidasa (GPx), que catalizan reacciones de eliminacion
de los RL y de otras sustancias oxidantes. Nuestro sistema antioxidante se ve apoyado
por la abundante cantidad de sustancias antioxidantes presentes en los alimentos como las

vitaminas C, Dy E.*

Los antioxidantes celulares mejor estudiados son las enzimas SOD, catalasa y GPx.
Mientras que los menos estudiados, pero probablemente muy importantes son la
peroxirredoxina y la sulfirredoxina. Otras enzimas que tienen estas propiedades incluyen la
paraoxonasa, la glutation S-transferasa, y la aldehido deshidrogenasa. Es entonces asi
gue los antioxidantes son sustancias que pueden proteger a la célula de los efectos
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nocivos de los oxidantes o RL y contrarrestan, de una manera directa o indirecta, los

efectos de los mismo.*>*°

I11.3.3.1. Antioxidantes enziméaticos

Es el sistema de defensa correspondiente a las enzimas antioxidantes o enddgenas, esta
basado en un complejo enzimatico de defensa que consisten en evitar la reduccion
univalente del oxigeno mediante sistemas enzimaticos.*” Se han descrito un grupo de
enzimas especializadas en inactivar por diferentes mecanismos a las EROs, como es el
caso del SOD, la catalasa (CAT) y el GPx, entre otras. Transformandose en oxigeno no
molecular, agua y glutation oxidado. Sin embargo, estos factores enzimaticos antioxidantes
dependen de otros nutrientes esenciales, es asi que cuando éstos sistemas enzimaticos
fracasan o se sobrepasan, se produce una sobre produccion de iones superoxido y de
peroxido de hidrogeno, que no es totalmente de toxificado dando lugar al radical hidroxilo

(OH) que es altamente toxico*>“®

I11.3.3.2. Antioxidantes no enzimaticos

El sistema de antioxidantes no enzimatico o exdgeno, es un sistema paralelo al primero y
especialmente Gtil cuando el sistema endoégeno se satura. Esta determinado por una serie
de compuestos llamados depuradores de RL; los cuales intervienen logrando retrasar su
., 47'48 . . . ot . e
produccion. Donde algunos de los antioxidantes no enzimaticos son: el glutation en su
forma reducida (GSH), algunos minerales considerados son el selenio, cinc, o vitaminas en
las que se encuentran la riboflavina, acido ascérbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina E),
esto son esenciales para la defensa contra el dafio oxidante debido a que actlan como

cofactores de las enzimas antioxidantes.*
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I11.3.4. Estrés oxidante

Se considera oxidacién a todo proceso en el que ocurre pérdida de electrones, captacion
de oxigeno o una cesion de hidrégeno (deshidrogenacion) y reduccién a aquel otro en el
cual se captan electrones o se pierden oxigenos. El EOx aparece en las células y tejidos
cuando existe una perturbacion del equilibrio entre las sustancias pro-oxidantes y
antioxidantes a favor de las primeras, es asi que todo proceso de oxidacion va siempre
acompafado de otro de reduccion, siendo reacciones de Oxido-reduccion o reacciones

redox entre pares conjugados.

Por lo que el estrés oxidante, es provocado por la formacién de una gran cantidad de

EROs o moléculas que contienen RL.>%2

En la naturaleza casi todo es oxidado por el oxigeno: las grasas se vuelven rancias, la
goma pierde elasticidad, el papel amarillea, entre otros. Estas reacciones de oOxido-
reduccion son muy importantes en bioquimica, puesto que los seres vivos obtienen la
mayor parte de su energia libre a partir de ellas: en la fotosintesis la energia solar impulsa
la reduccion del (CO,) y la oxidacion del (H,O) formando carbohidratos y (O2). En el
metabolismo aerobico, realizado por los eucariotas y muchos procariotas, tiene lugar un
proceso inverso a la fotosintesis, que permite almacenar la energia libre producida en la

oxidacion de los carbohidratos y de otros compuestos organicos, en forma de ATP 1. 1°

En general, el dafio que puede causar el estrés oxidante puede expresarse por dos
mecanismos; uno es oxidando directamente a las biomoléculas y la otra es afectando de
una manera indirecta, en la cual se desencadenan procesos no oxidantes (desequilibrio
homeostatico). Un estado de estrés oxidante induce en la célula efectos deletéreos por
oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos y nucledétidos, lo cual produce acumulacion

de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis. Este dafio
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oxidante es comun en las enfermedades degenerativas y aln no esté claro si contribuye,

iniciando el proceso o es una consecuencia del mismo.>%>*

La formacién de lipidos modificados por oxidacion puede causar disfuncion celular y en
células como las neuronas, la muerte. Mientras que la peroxidacion de acidos grasos
poliinsaturados en las membranas celulares, inicia un deterioro acumulativo de las
funciones membranales y provoca disminucion en la fluidez, reduccién en el potencial

electroquimico y el aumento de la permeabilidad de la membrana.

Es asi que la oxidaciébn causa alteraciones en la estructura de algunas proteinas,
modificando su funcion bioldgica, estas proteinas inducen dafio oxidante y estan presentes

en enfermedades crénico-degenerativas.®>>°

Estudios recientes han relacionado al DC con el EOx, debido a las células aerébicas, que
son susceptibles de sufrir los efectos del estrés oxidante (EOXx), y en el caso del cerebro es
todavia mas vulnerable a la accion nociva de los ERO, siendo una de las razones su alto

consumo de oxigeno®*®,

En el deterioro cognitivo los cambios histopatolégicos que sufren las neuronas son debidos
a que éstas se encuentran expuestas a un ambiente oxidativo. Se ha observado que los
pacientes presentan concentraciones altas de lipidos y proteinas oxidadas, asi como
mayor dafio al ADN. Por ello se puede pensar que la expectativa de vida puede ser
aumentada si se disminuye el grado de los fendmenos oxidativos, mejorando los habitos

dietéticos y aumentando las defensas antioxidantes °®"°,

Es asi que los mecanismos desencadenantes de neurodegeneracion y muerte cerebral
provocados por el EOx producido por la generacion de ERO, tengan una estrecha relacion

entre el estrés oxidativo y la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas .
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[1l.4. Deterioro cognitivo y su relacion con el estrés oxidante

Es evidente que el envejecimiento desplaza el equilibrio redox intracelular hacia un estado
mas oxidado, es asi que en el estudio que llevaron a cabo Navarro A., Sanchez Del
Pino. M. J et. al. 2002, observaron una relacion en los marcadores bioquimicos
de EOx y las pruebas de comportamiento sobre el envejecimiento en los grupos de
ratas experimentales, en donde sus observaciones destacadas fueron que las predicciones
sobre la neurodegeneracién y la longevidad se pueden hacer en términos de la
determinacién temprana del desempefio neuromuscular con los marcadores de EOX,
ademas de que existe una relacion entre el EOx cerebral y el comportamiento. Mientras
gue Gonzales M, Fernandez I. y Bauza J. et. al. (2007) y Diaz Hung, M. L., Gonzalez, M.
E., et. al. (2011). establecen que el dafio oxidativo puede persistir debido a un estado de
desequilibrio en las enzimas antioxidantes que conduce a un aumento de la peroxidacion
lipidica, teniendo un efecto directo en las membranas biolégicas por lo que puede estar
relacionada con un deterioro de la memoria a largo plazo en animales tratados con BSO.
Es asi que estos y el estudio realizado por Larumbe llundain R., Ferrer Valls J. V. et al.
(2001) apoyan la posible implicacion del estrés oxidativo en el DC, asi como en la
patogénesis enfermedades neurodegenerativas como lo es el Parkinson entre muchas
mas. Finalmente es importante mencionar que las investigaciones sobre la relacion del DC
con el EOx en adultos mayores son escasas, por ello el objetivo del estudio es conocer la

relacion de EOx con el deterioro cognitivo en adultos mayores del estado de Hidalgo.
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Cuadro lll.2 Revision sistematica de la relacion del deterioro cognitivo con el estrés oxidante.

Autor/afio Universo de estudio Objetivo

Marcadores medidos

Resultados

Evaluar la interaccion del

) N= 35 ratas Sprague- metabolismo oxidativo en el
Gonzalez M. E., B )
Dawley machos tejido cerebral de animales
Fernandez I, et. al. ] y o o
atareos jovenes 'y envejecidos y su implicacion

(2007)™ -
viejas con DC. en las enfermedades
asociadas al envejecimiento.
Establecer la relacion entre
Navarro A., Sanchez ~ N=80 ratones CD1- los marcadores de estrés
Del Pino M. J. et. al. Swiss de la raza oxidativo y la disfuncion del
(2002)"" outbred comportamiento en el

envejecimiento.

El GSH total, CAT, SOD,
lipoperoxidos, MDA, actividad
enzimatica de la fosfolipasa A2
(PLA2), GSH y MDA.

El CAT, SOD, lipoperéxidos,
MDA, GSH total, actividad
exploratoria del laberinto T y

cuerda floja.

El estudio realizado
evidencia un vinculo
estrecho entre el
metabolismo oxidativo y
los procesos cognitivos

asociados a la edad.

Existe una relacion
entre el estrés oxidativo
yelDCenel
envejecimiento de los

ratones.
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Continuacion

Autor/afio Universo de estudio Objetivo Marcadores medidos Resultados
Determinar el efecto de los _ .
o . o Existe un vinculo entre
indicadores de dafio oxidativo . S
] » el dafo oxidativo
Diaz Hung, M. L., N=120 ratas machos celular y el efecto de la Glutation total, SOD, GSH total, .
originado por la

Gonzéalez, et. al.
(2011)™

Larumbe llundain R.,
Ferrer Valls J. V., et.
al.(2001)"

de la linea Sprague

Dawley

N= 79 pacientes con
enfermedad

de Parkinson

N=107

sujetos grupo control.

idiopética

disminucién del glutation en
el aprendizaje y la memoria,
de

mediante la prueba

evitacion pasiva.

Encontrar niveles menores
de antioxidantes plasmaticos
en los pacientes con EP que

en el grupo control.

proteinas totales, prueba de

evitacion pasiva.

Niveles plasmaticos de GSH,
niveles de acido urico en niveles
plasméaticos de MDA, tocoferol, b-

caroteno, hierro y licopeno.

disminucién de glutation
y la consolidacion de la

memoria.

Los resultados de este
estudio apoyan la
posible implicacion del

estrés oxidativo en la

patogénesis  de la
enfermedad de
Parkinson
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IV. Planteamiento del problema

El proceso de envejecimiento en México va en aumento, las generaciones mas
numerosas, nacidas entre 1960 y 1980, ingresaran al grupo de 60 afios y mas
a partir de 2020. Reflejando asi aumento de las proporciones de adultos
mayores en las préximas décadas, estimando que este porcentaje se
incremente a 12.5% en 2020 y a 28.0% en 2050. En el envejecimiento suceden
una serie de cambios fisiologicos irreversibles a nivel celular, tisular y visceral
es asi que estos pueden ocasionar enfermedades degenerativas crénicas o
propias de la vejez, donde los RL son los méas perjudiciales debido a la
disminucién de los sistemas antioxidantes endégenos que se encuentran en el
organismo y se sintetizan a nivel celular, y de los exdgenos que son ingeridos
en la dieta, provocando mayor probabilidad de que estos radicales ejerzan su
accion a nivel celular, produciendo un aumento del EOx lo que conduce a
cambios degenerativos y a la pérdida neuronal que ocurre en el proceso de
envejecimiento que termina afectando la calidad de vida de las personas, es
entonces que la implicacion del EOx en diversas patologias, ha sido
demostrada; entre las que se encuentra el DC. Estudios recientes han
demostrado una asociacion etiologica entre el EOx y el DC, no obstante, las
evidencias cientificas en humanos ancianos son escasas e inconsistentes, de

ahi que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢,Cudl es la relacion del EOx con el DC en una poblacién de adultos mayores

del Estado de Hidalgo?
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V. Hipotesis

De acuerdo a lo reportado en la literatura sobre la posible relacion del EOx con
el DC, suponemos que los adultos mayores con deterioro cognitivo presentaran
concentraciones plasmaticas altas de LPO con una actividad baja de las
enzimas antioxidantes SOD y GPx y una CAT baja, en comparacién con los

adultos mayores sin deterioro cognitivo.

VI. Objetivo general
Determinar la relacion del estrés oxidante con el deterioro cognitivo en

una poblacion de adultos mayores del Estado de Hidalgo

VIl. Objetivos especificos
Identificar la prevalencia de deterioro cognitivo en una poblacién de adultos

mayores del Estado de Hidalgo.

Medir la concentracion plasmatica de LPO en una poblacion de adultos

mayores del Estado de Hidalgo.

Cuantificar la actividad enzimatica de SOD y GPx en una poblacion de

adultos mayores del Estado de Hidalgo.

Cuantificar la actividad la CAT en una poblacion de adultos mayores del Estado

de Hidalgo.

Determinar el grado de EOx en una poblacién de adultos mayores del Estado

de Hidalgo.

25



VIII. Material y métodos.

VIII. 1. Tipo de estudio

Se llevara a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal y

comparativo

VIII. 2. Universo de estudio

El estudio se llevara a cabo en una poblacién de 135 adultos mayores del

Estado de Hidalgo, bajo los siguientes criterios de inclusién y exclusion:

VIII. 3. Criterios de inclusion

Adultos mayores que hayan firmado el consentimiento informado.

Sexo indistinto.

Pacientes nativos de diferentes municipios del estado de Hidalgo

VIII. 4. Criterios de exclusion

Adultos mayores con enfermedades terminales.

Adultos mayores con enfermedades cronico degenerativas no trasmisibles

Adultos mayores con enfermedades mentales terminales y adicciones.
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VIII. 5. Variables

VIII. 5.1. Independiente

Edad

EOx medido a través de:

Concentracion plasmatica de LPO.

Capacidad antioxidante total (CAT).

La actividad de las enzimas antioxidantes Superédxido Dismutasa (SOD)

y glutation peroxidasa (GPx)

Razén SOD/GPx

VIIl. 5.2 Dependiente

Deterioro cognitivo, medido a través del mini-examen del estado mental

de Folstein (MMF).
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VIII. 6 Operacionalizacion de variables

Variables

Definicién

Nivel de Medicién

Estrés Oxidativo

(EOx)

Desequilibrio bioquimico
entre radicales libres y
antioxidantes. Medido a
través de la lipoperoxidacion
y los sistemas antioxidantes

(SOD, GPX y CAT)

Cualitativa Nominal

Lipoperoxidacion

Concentracion de

Cuantitativa continua

(LPO) lipoperoxidos plasmaticos
Capacidad
Capacidad antioxidante del
antioxidante total Cuantitativa continua
plasma
(CAT)
Actividad de de
Actividad enzimatica de SOD | Cuantitativa continua U/L
SOD
Actividad de
Actividad enzimatica de GPx | Cuantitativa continua U/L
GPx
Deterioro Disminucion del rendimiento
Total de puntaje
cognitivo de, al menos, una de las Cuantitativa discreta
obtenido
(DC) capacidades mentales.
Edad que refiere el sujeto en
Edad Cuantitativa continua | Afios cumplidos

el momento del estudio

Categoria
Positivo
Negativo
pmol/L
mmol/L
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VIII. 7 Metodologia.

VIII.7.1. Aplicacion del Test Mini Mental State Examination de Folstein

(MMSEF).

Se les aplico el MMSEF para medir el estado cognitivo de los participantes,
para ello se requiri6 de personal calificado (psicélogos), dicho instrumento se
aplicé individualmente en un tiempo promedio de 15min/persona, donde el
personal capacitado entrevisto cara a cara al participante anotando sus

respuestas.

VIII.7.2. Toma de muestras sanguineas

A los sujetos participantes en el estudio, con ayuno de 8 horas, se les tomaron
muestras sanguineas en tubos al vacio con heparina como anticoagulante
entre 7-9 am, para la cuantificacion del EOx a través de las técnicas de
peroxidacion lipidica, capacidad antioxidante total CAT, actividad antioxidante
de las enzimas Superoxido Dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx). Y

sin anticoagulante para la determinacion de glucosa y perfil de lipidos.
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VIII.7.3.Material

= Vasos de

= Tubos de ensayo
precipitado

=  Gradillas

* Probetas
= Pipetas

VIII.7.4. Reactivos

= Agua destilada = Equipo comercial de

Randox para la

Tetrametoxipropano

determinacion de
(TMP)

antioxidantes

Acido tricloroacético (Ransel, Ransod y

. ) o antioxidantes
Acido tiobarbiturico

totales
(TBA) )

Butiril hidroxitolueno
(BHT)
VIIL.7.5.Equipo

~ - = Espectrofotometro
= Barfio metabdlico

i = Balanza analitica
= Centrifuga de 8

camisas » Balanza granataria
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VIII.8. Técnicas bioquimicas

VIIL.8.1 Colesterol: Estuche comercial para la determinacion de colesterol.
Método enzimatico de punto final CHOD-PAP (Randox Laboratorios Ltd, CH

201).

Fundamento: El colesterol se determina colorimétricamente después de hidrdlisis

enzimatica y oxidacion.

Procedimiento: Muestras (suero) y patrén se mezclan e incuban con el reactivo
de color durante 10 min. a 25°C y se mide la absorbancia a 540 nm frente al

blanco de reactivo.

VIII.8.2 Triglicéridos: Estuche comercial para la determinacién de triglicéridos.
Método enzimatico colorimétrico GPO-PAP (Randox Laboratorios Ltd, UK

TR212).

Fundamento: Los triglicéridos se determinan tras la hidrolisis enzimatica con

lipasas.

Procedimiento: Muestras (suero) y patron se mezclan e incuban con el reactivo
de color durante 10 a 15 min. a 25°C y se mide la absorbancia a 500 nm frente

al blanco de reactivo.

VIII.8.3. HDL-colesterol: Reactivo precipitante colesterol y paquete
suplementario para colesterol CHOD-PAP. Método enzimatico colorimétrico

(Randox Laboratorios Ltd, CH 204 y CH 201).

Fundamento: Las lipoproteinas de baja densidad (LDL), muy baja densidad

(VLDL) y las fracciones de quilomicrones se precipitan al afiadir al suero acido
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fosfotingstico en presencia de Mg2+, se toma el sobrenadante y de este se
determina la fraccion de HDL por el método enzimético de punto final para

colesterol total.

Procedimiento: Muestras (sobrenadante) y patron se mezclan e incuban con el
reactivo de color durante 10 min. a 25°C y se mide la absorbancia a 540 nm

frente al blanco de reactivo.

VIII.8.4. Glucosa

Se empled el estuche comercial para la determinacién de glucosa (método de la
glucosa-oxidasa, Randox GL 2614). La glucosa se determind colorimétricamente
después de una oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. Tanto la
muestra como el patron se mezclan con el reactivo e incuban durante 10min. a
una temperatura ambiente (25°C aprox.) la absorbancia se mide a 500nm frente

al blanco de reactivo.

VIII.8.5. Peroxidacion lipidica por el método del 4cido tiobarbitarico (TBA).

Fundamento: La prueba del acido tiobarbitarico (TBA) es el ensayo mas usado
para la medicion de la lipoperoxidacion. Durante la prueba, la muestra fue
tratada con TBA a pH bajo; en la reaccion del TBA, una molécula de
malondialdehido (MDA) reacciono con dos moléculas de TBA con la produccién

de un pigmento rosa cuya absorcion maxima es a los 532-535 nm.

Procedimiento: Se recolectd sangre total en tubos con anticoagulante, heparina
o EDTA, se centrifugo inmediatamente la sangre 10 min a 3000 rpm para
obtener el plasma, al cual se le adicionaron 10 pL de Butiril-hidroxitolueno (BHT)
2mM por mL de sangre, para evitar la auto-oxidacion de las muestras. Se
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colocaron 400 pL de plasma con 50 pL de BHT (12.6 mmol/L) y 400 uL de &cido
ortofosforico (0.2 M) se agito en vortex 10 seg. y posteriormente se adicionaron
50 pL de TBA (0.11 mol/L), se agito en vortex por 10 s. Esta mezcla se incubo
por 45 min a 90 °C en un bafio de agua; pasado este tiempo se colocaron los

tubos en hielo por 5 min para detener la reaccion.

Posteriormente se adicionaron 1000 pL de butanol en cada tubo y 100 uL de
solucién salina saturada, se agito vigorosamente por 30 s, se centrifugo a 5000
rom 1 min, se pasa la fase de butanol a una celda y se midi6 la absorbancia a

535 nmy 572 nm.

La concentracion de &cido tiobarbitirico que reacciona se calcula por medio de
una curva estandar de MDA, obtenida a partir del estandar de 1, 1, 3,3-

Tetrametoxipropano (TMP).

VIII.8.6. Preparacion de la curva estandar

VIIl.8.6.1. Elaboracién de soluciones

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

2. TMP 0.2 mM. Tomar un ml de TMP 1mM y afadir 4 mL de agua bidestilada

(preparar cada vez que se use).

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

describe a continuacion.
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MDA

Tubo TMP (uL) H.,O (mL)
(umol/L)

1 0 400 0

2 10 390 0.4
3 20 380 0.8
4 40 360 1.6
5 60 340 24
6 100 300 4.0
7 140 260 5.6
8 200 200 8.0

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

muestra.

VIII.8.7. Evaluacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPx)

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

Fundamento: La cuantificacion de esta enzima se basa en la siguiente reaccion:

2GSH + ROOH

»
»

(Gpx) (glutatién reductasa)

GSSG + NADPH + H*

\ 4

GSSG + ROH + H;0O

2GSH + NADP*

(GSH= Glutatién reducido) (ROOH=hidroperéxido) (Gpx= Glutation peroxidasa) (GSSG=

glutation oxidado) (NADPH= Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) ( NADP'=

Alcohol Deshidrogenasa)
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La concentracion de GPx se evalta por la disminucién en absorcién a 340 nm,

debida a la oxidacion de NADPH a NADP™.

Procedimiento: Se diluyeron 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1 mL de
solucién diluyente (proporcionada por Randox); se incub6 5 min, para
posteriormente afiadir 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, glutatién reductasa > 0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L)
y 0.04 mL de cumeno (hidroperéxido de cumeno 0.18 mmol/L). Se mezcld y leyd
la absorbancia inicial al cabo de 1 min. y se empezdé a cronometrar
simultaneamente para leer de nuevo al cabo de 1 y 2 min. La cinética de esta

reaccion se lee a 340 nm.

VIII.8.8. Evaluacion de la actividad de Superéxido Dismutasa (SOD)

Se empleo el equipo comercial Ransod (Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: La técnica se basa en la reaccion entre la xantina y la xantina

oxidasa para generar radicales Superoxido (Oy”).

Xantina ~— Acido Urico + Oy~

Los radicales Superéxido generados reaccionan con sales de p-

iodonitrotetrazolio (INT) para producir el colorante rojo formazan.

INT + O,° — Colorante formazan
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La SOD presente en las muestras compite con el INT por los radicales

Superéxido y, por tanto, inhibe la produccion del colorante formazan.

O, _— O, + H202

La SOD se mide por el grado de inhibicion de la formacion del colorante

formazan, a 505 nm.

Procedimiento: Se tomaron 0.5 uL de sangre total y se lavaron los eritrocitos tres
veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9 %, centrifugando durante 10 min, a
3000 rpm en cada lavado. Al boton de eritrocitos lavados se adicionaron 2 mL de
agua bidestilada fria, se mezclo y dejo reposar durante 15 min a 4°C. Del lisado
se tomaron 0.100 mL y se diluyeron con 1.9 mL de tampon 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 xantina oxidasa (0.94 mmol/L). Se mezclo y se
registré la absorbancia Al al cabo de 30 seg y se empezé 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.

VI11.8.9. Razon SOD/GPx

Este parametro se calcula como el cociente entre la actividad de la enzima SOD

y la actividad de la GPx
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VIII.8.10. Andlisis del estado de los antioxidantes totales (CAT)

Se empleo el equipo comercial (Total antioxidant status, Randox Laboratorios
Ltd, UK).

Fundamento: Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con peréxido de hidrogeno y ABTS (2,2°- acido-di-
etilbenzotiazolin sulfanato) para dar como resultado la formacién 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.

HX-Fe¥* + H,0, — > X-(Fe™ = 0) + H,0
Metamioglobina Peréxido de hidrogeno Ferrilmioglobina
ABTS + X-(Fe4+ = O) _— > ABTS°+ + HX_Fe3+

Radical verde-azulado

Procedimiento: Se pipetearon 0.02 mL de plasma y se adicion0 1 mL de
cromogeno. Después de mezclar se prosiguié a la lectura de la absorbancia
inicial Al y luego se adicionaron 0.200 mL de sustrato, se empez0 a cronometrar
para leer la absorbancia A2 al cabo de exactamente 3 min, las lecturas se

realizaron a 600 nm.

VII1.10. Disefio estadistico

Los datos fueron analizados mediante medidas descriptivas, media (x) mas
menos desviaciones estandar (DS) ycomo prueba de comparacion t
de Student y Chi cuadrada, con una significancia estadistica de 0.05 (al 95% de

confianza). Para tal efecto se utilizara el programa estadistico SPSS 20.0
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IX. Resultados

En el estudio el 29% presentaron deterioro cognitivo, de acuerdo al MMSE, el 68%
fueron mujeres y el 32% hombres.

El cuadro IX.1. Muestra que la edad de los adultos rolo entre los 67 a 69 en su mayoria,
asi como los marcadores bioquimicos de la poblacion por diagndstico, lo que nos
permite observar que la diferencia entre la glucosa no es muy notoria de igual forma se
observo en el HDL y colesterol, lo Gnico con una diferencia mas visible fue en los
triglicéridos, mientras que en el cuadro 1X.2. Se presentan los marcadores de EOx de la
poblacién de estudio, por diagndstico, en donde se puede observar que los adultos
mayores con DC presentan menor actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, GPx y
CAT, comparados con los adultos mayores sanos, aungue no son significativos.

Con respecto a la relacion de porcentajes de los sujetos con marcadores de EOx en
riesgo, se puede observar que es mayor el porcentaje de los adultos mayores que
presentan CAT baja (67%) con una actividad baja de GPx (18%) y cursan con deterioro
cognitivo, comparados con los adultos mayores sanos (CAT 46% y GPx 9%) lo que es
estadisticamente significativo (cuadro 1X.3).

En el cuadro 1X.4. Se presentan los marcadores de EOx como factores de riesgo para
DC, en donde es posible observar que una CAT baja, asi como presentar EOx son
factores de riesgo para la presencia de DC. Para la CAT baja la RM fue de 2.33 con un
ICgs0, de 1.04-5.20 y p= 0.037, mientras que para la presencia de EOx la RM fue de 2.82
con un ICgyse, de 1.087-7.313 con valor de p= 0.029.

En la figura IX.1. Se presenta el porcentaje de adultos mayores con EOx y deterioro
cognitivo lo que, mientras que en la figura 1X.2, el porcentaje de sujetos con deterioro
cognitivo y los diferentes grados de EOx. En ambas podemos observar que el
porcentaje de adultos mayores con EOx es mayor en aquellos que cursan con deterioro

cognitivo lo que es estadisticamente significativo.
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Cuadro 1X.1. Edad y marcadores bioguimicos de la poblacion por diagnostico.

Sin DC Con DC
Variable
n=96 n=53
Edad (afios) 68.68 +4.23 67.56 £3.70
Glucosa (mg/dL) 123.01 +41.08 122.41 +30.00
Colesterol (mg/dL) 215.35 +41.89 208.26 +37.82
Triglicéridos (mg/dL) 208.26 +37.82 176.51 +91.18
HDL (mg/dL) 54.07 £14.23 55.76 £15.18

Cuadro IX.2. Marcadores de estrés oxidativo de la poblacion de estudio por

diagnastico.
Sin DC Con DC
Variable
n=96 n=53
LPO (mmol/L) 0.26x0.091 0.29+0.077
CAT (mmol/L) 0.92+0.26 0.81+0.18*
SOD (Ul/mL) 172.77+£11.45 169.77+£11.32
GPx (UI/L) 15269.07+7225.47 12096.63+8455.62
Razén SOD/GPx 0.016+.015 0.025+.028*

*p<0.05, t de Student DC= Deterioro cognitivo, media + DE.
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Cuadro IX. 3. Porcentaje de los marcadores de estrés oxidativo con riesgo en la

poblacion de estudio por diagndstico.

Sin DC Con DC
Variable

n= (65%) n= 35%)
LPO (mmol/L)
Normales 69 (72%) 19 (56%)
Altos 27(28%) 19 (44%)
SOD (UI/mL)
Normal 54 (57%) 22(56%)
Baja 41 (43%) 17 (44%)
GPx (UIIL)
Normal 85 (91%) 31(82%)
Baja 9 (9%) 7 (18%)*
Razon SOD/GPx
Normal 78 (87%) 27(73%)
Riesgo 12 (13%) 10(27%)*
CAT
Normal 50(54%) 12(33%)
Bajo 43(46%) 24(67%)*

*p<0.05, x?, DC= Deterioro cognitivo.

40



Cuadro IX.4. Marcadores de estrés oxidativo como factores de riesgo para

deterioro cognitivo.

Variable RM ICos59 Valor de p

LPO (mmol/L)

2.018 0.90-4.54 0.087
20.320
CAT <0.90 2.33 1.04-5.20 0.037*
SOD (Ul/mL)

1.02 0.48-2.16 0.96
<170
GPx (Ul/L)

2.40 0.803-7.1778 0.11
<5500
Raz6on SOD/GPx

2.41 0.934-6.203 0.06*
20.022
EOx

2.82 1.087-7.313 0.029*
Positivo

RM=raz6n de momios, ICgs0,= intervalo de confianza
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Figura IX. 1. Porcentaje de adultos mayores con deterioro cognitivo y sin
deterioro cognitivo que presentan estrés oxidativo. *p<0.05 x*
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Figura IX. 2. Porcentaje de adultos mayores con deterioro cognitivo y sin

deterioro cognitivo con diferentes grados de estrés oxidativo. *p<0.05 »*
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X. Discusién

El aumento de la expectativa de vida en el mundo ha originado un
envejecimiento de la poblacién y por consiguiente el incremento relativo de las
enfermedades asociadas a éste, y aunque no se conocen los mecanismos
moleculares que condicionan el fenomeno del envejecimiento, aun asi, se
propone que las perturbaciones en Organos, sistemas 0 en procesos
bioquimicos esta involucrada la oxidacion. Esta oxidacion es fundamental para la
vida pues participa en los procesos de obtencion de la energia celular. Sin
embargo, cuando existe un exceso de oxidacion aparece el EOx, que es una
realidad compleja en todos los niveles biolégicos, que, con un solo parametro no
se puede medir ni definir, por lo que hay un sin nimero de enfermedades que se

han relacionado con el EOx y la generaciéon de RL.

Por lo que durante el envejecimiento no se esta exento de dichos procesos ya
gue se incrementa la generacion de RL, motivo por el cual durante esta etapa de
la vida, el EOx se observa como una condicién normal desde el punto de vista
estadistico, aunque no deseable desde el punto de vista biolégico, ya que, los
RL causan dafio oxidativo a macromoléculas (ADN, proteinas, carbohidratos y
lipidos), favoreciendo la presencia o complicaciones de un gran numero de
padecimientos agudos y cronicos; entre los que se encuentran la diabetes

mellitus, la hipertension arterial, la artritis y el cancer entre otros.

En estudios recientes se menciona que el EOx es un factor de riesgo para
presentar DC, a pesar de esto, las investigaciones al respecto son escasas y no

concluyentes, por tal motivo en el presente estudio se determiné la relacion del
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EOx con el dafio cognitivo en una poblacion de adultos mayores del Estado de

Hidalgo.

La trascendencia de los hallazgos de la presente investigacion radica en su
posible aplicacion en programas preventivos y de intervencion, que favorezcan
los estilos de vida antioxidantes y, con ello, el envejecimiento sin enfermedades

cronicas vinculadas con el EOXx.
IX.2. Marcadores de estrés oxidativo de la poblacién de estudio por diagnéstico.

En el caso de papel de los antioxidantes enzimaticos en el envejecimiento de las
especies resulta controversial ya que una parte se refiere que la senescencia
normal se acompafa de un declinar de las defensas antioxidantes, como el
glutation reducido en sangre y en organos de animales y humanos. Sin
embargo; los mecanismos antioxidantes son un sistema armonico y las
interacciones entre ellos resultan complejas, asi mismo, muchas de estas
enzimas se inducen en respuesta al estrés, de manera que un mayor nivel
podria indicar mejor proteccion o, alternativamente, una mayor necesidad de
defensas antioxidantes por causa de un aumento en la generacion de oxidantes.
También se maneja en los Ultimos afios que los antioxidantes no parecen
controlar la cinética del envejecimiento®. Al analizar los marcadores de EOx de
la poblacion por diagnéstico, encontramos una diferencias estadisticamente
significativas en CAT y razén SOD/GPx entre los adultos mayores sanos con
respecto a los adultos moyores con dafio cognitivo; la CAT y la actividad
antioxidante de las enzimas SOD y GPx son menores en los sujetos que
presentan deterioro cognitivo, lo que sugiere que al presentarse una deficiencia

del sistema antioxidante enddgeno y exégeno se va a presentar el fenémeno
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conocido como EOx, al cual se le ha asociado con el DC y la enfermedad de
Alzheimer, se han observado concentraciones significativamente mas altas de
LPO en los sujetos que padecen éstas enfermedades, comparados con sujetos

sanos’’.

IX.2. Porcentaje de los marcadores de estrés oxidativo con riesgo en la

poblacion de estudio por diagnéstico.

Con respecto al porcentaje de adultos mayores que presentan marcadores de
EOx alterados, encontramos que se presentd una diferencia estadisticamente
significativa en el porcentaje de adultos mayores que presentan DC con la CAT
baja y una actividad antioxidante baja de la enzima GPx, comparados con los
adultos mayores sanos. Estos resultados sugieren que en las personas con
dafo cognitivo leve el sistema antioxidante se vera comprometido debido al
aumento de RL en el organismo. Es asi que los resultados coinciden con lo
reportado por la literatura en donde se encontraron en adultos mayores con
dafo cognitivo una actividad antioxidante baja, por lo que el EOx podria estar
relacionado con el dafio cognitivo no solo por un aumento de RL sino también

por la deficiencia del sistema antioxidante de éstos sujetos’?.

IX.3. Marcadores de estrés oxidativo como factores de riesgo para deterioro

cognitivo.

Asi mismo, en ésta investigacidbn encontramos que se presentaron como
factores de riesgo para dafio cognitivo una CAT baja, cursar con EOx y una la
razon SOD/GPX alta, este ultimo presentd valores de p limitrofe, esto quiza
debido al tamafio de la muestra, por lo que se recomienda aumentarla para

confirmar los resultados, pero posiblemente habla que las enzimas antioxidantes
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(la razon SOD/GPX) no se encuentran trabajando dinamicamente. Nuestros
hallazgos confirman la hipétesis sobre la relacion del EOx y el deterioro cognitivo
leve, ya que pudimos observar que aquellos sujetos que presentan una CAT
baja tienen 1.97 veces mas de riesgo de presentar DC leve, mientras que
aquellos que cursan con EOx tienen 1.82 veces mas de riesgo de presentar DC
leve, esto debido a la deficiencia del sistema antioxidante y el aumento de RL,

los cuales el organismo no es capaz de neutralizar.

Estos resultados son similares a los que se reportan en otras investigaciones en
donde se menciona que el dafio oxidativo a las biomoléculas esenciales es un
factor fundamental para que se presente dafio cognitivo leve, el cual es la
primera manifestacion clinica de la enfermedad de Alzheimer, en donde se
presenta aumento significativo en la oxidacién de lipidos, proteinas, ADN, ARN y

regiones vulnerables del cerebro’">.

Finalmente, es importante mencionar que si bien es cierto que se considera al
envejecimiento como un factor de riesgo para la presencia de DC leve es

necesaria la presencia de otros factores para el desarrollo de ésta patologia.

Se sugiere que el dafio oxidativo juega un papel importante en la patogénesis de
las enfermedades neurodegenerativas y que éste dafio en el organismo es
debido a una serie de factores pro-oxidantes relacionados con el estilo de vida

de una persona.
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Xl. Conclusiones
De acuerdo a la hipétesis que nos planteamos:
Hipdtesis

De acuerdo a lo reportado en la literatura sobre la posible relacién del EOx con
el DC, suponemos que los adultos mayores con deterioro cognitivo presentaran
concentraciones plasméaticas altas de LPO con una actividad baja de las
enzimas antioxidantes SOD y GPx y una CAT baja, en comparacion con los

adultos mayores sin deterioro cognitivo.

Llagamos a las siguientes conclusiones:

Conclusiones:

o

Los adultos mayores con DC presentaron una CAT menor con relacion

alos adultos mayores sin DC.

» La razén SOD/GPx fue mayor en los ancianos con DC, lo que nos indica

*,

gue las enzimas antioxidantes SOD y GPx no estan trabajando de manera

dinamica y coordinada en estos.

*

» Una CAT baja y la presencia de EOx son factores de riesgo para

presentar DC en los adultos mayores.

*

% Nuestros hallazgos sugieren que existe un vinculo etiolégico y

fisiopatoldgico entre el EOx y el DC.
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XllI. Anexos

MINI MENTAL STATE EXAMINATION

MMSE

Basade en Folstein et al. (1975), Lobo et al, {1979)

Mombre:

Fecha: F. nacimiento:
Estudios/Profesion: M. H*
Observaciones:

Varon | ]

Mujer [ ]
Edad:

+En qué aiio estamos? 0-1
+En qué estacion?  0-1

+En qué dia (fecha)? 0-1
+En qué mes? 0-1
+En qué dia de la semana? 0-1

ORIENTACION
TEMPORAL (Mix.5)

+En qué hospital (o lugar) estamos? ]
+En qué piso (0 planta, sala, servicio)?  0-
+En qué pueblo (ciudad)? ]
+En qué provincia estamos? ]
+En qué pais (0 nacion, autonomia)? -

ORIENTACION
ESPACIAL (Mix.5)

Nomhbre tres palabras Peseta-Caballo-Manzana (o Balin- Bandera-Arbol) a
razim de 1 por segundo. Loego se pide al paciente que las repita. Esta
primera repeticion otorga la puntuacidn. Otorgue | punto por cada palabra
correcta, pero continie diciéndolas hasta que el sujeto repita las 3, hasta un

miAxima de 6 veces.
Peseta 0-1  Caballo  0-1 Manzana (-1
(Balon 0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1)

N® de repeticiones
necesarias

FLIACION-Recuerdo
Inmediato (Max.3)

Si tiene 30 pesetas ¥ me va dando de tres en tres, JCuintas le van quedando?.
Detenga la prueba tras 3 sustraciones. 5i el sujeto no puede realizar esta
prueba, pidale que deletree la palabra MUNDO al revés.

ATENCION-

30 0-1 27 -1 24 0-1 21 0-1 180-1 | : .
©01 Do N 0-1 U 0-1 Mo-1) | CALCULO (Mix5)
Freguntar por las tres palabras mencionadas anteriormente.
Peseta -1  Caballo  0-1 Manzana (-1 RECUERDO diferido
(Balan 0-1 Bandera 0-1 Arbaol 0-1) (Mx.3)

DENOMINACION, Mostrarle un lapiz o un boligrafo v preguntar Jqué es
esto?. Hacer lo mismo con un reloj de pulsera. Lapiz 0-1 Reloj 0-1
REPETICION. Pedirle que repita la frase: "ni s, ni ne, ni pere”™ (o “En
an frigal habia 5 pervas™) -1

ORDENES. Pedirle que siga la orden: "coja un papel con fa mane derecha,
dablelo par la mitad, y pangale en el suelo™.

Coje con mano d. (-1 dobla por mitad 0-1 pone en suelo  0-1
LECTURA. Escriba legiblemente en un papel " Cierre los ojos”. Pidale que lo
lea v haga lo gque dice la frase (-1
ESCRITURA. Que escriba una frase (con sujeto v predicado) -1
JOOPEA. Dibuje 2 pentiagonos intersectados v pida al sujeto gue los copie tal
cual. Para otorgar un punto deben estar presentes los 10 dngulos v la
interseccidn. -1

LENGUAJE (M:ix.9)

Puniuaciones de referencia 27 b mis: mormal
24 6 menos: sospecha patoligica  12-24: deterioro
012 : demencia

Puntuacion Total
(Mix.: 30 puntos)

a6 (1999)
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