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RESUMEN

Introduccion: Dentro de los trastornos de suefio, uno de los que se presenta con mayor
frecuencia en la vejez es el insomnio. El no tener un suefio reparador genera en el adulto
mayor sintomas cognitivos y fisicos que repercuten en su calidad de vida. Se ha
propuesto que la falta de suefio modifica el estrés oxidativo, el cual es un desbalance de
especies pro oxidantes y antioxidantes en el organismo, por lo que en esta investigacion
se evalud la asociacion de biomarcadores de estrés oxidativo con el insomnio para

encontrar una correlacién entre ambos parametros.

Metodologia: Se determino la asociacion del insomnio y los marcadores de estrés
oxidativo en una poblacion de adultos mayores. Se llevé a cabo un estudio analitico con
una muestra de 107 adultos mayores de la Ciudad de México, previa firma de
consentimiento informado se aplico a través de interrogatorio directo la Escala de Atenas
para Insomnio, por lo que se formaron dos grupos; 44 presentaron insomnio y 63 no lo
presentaron. A todos los participantes se les determinaron marcadores de estrés
oxidativo: lipoperédxidos (LPO), y capacidad antioxidante total sérica (CAT) por métodos
colorimétricos, asi como la actividad de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y
glutation peroxidasa (GPx) (Randox laboratorios Ltd®). Los datos fueron analizados a
través de estadistica descriptiva frecuencias y porcentajes, valores promedio y desviacion
estandar (DE), como prueba de comparacion se emple6 t Student con un nivel de
confianza del 95%, utilizando el paquete estadistico SPSS V.15.0.

Resultados: Se obtuvo una diferencia significativamente mayor en los niveles de LPO,
en pacientes con insomnio (0.44+0.7 pmol/L) sin insomnio (0.28+0.03 pmol/L) con un
valor de p=0.03. Con respecto a los marcadores antioxidantes SOD (181+9.9 U/L vs
184+33.6 U/L), GPx (10467+4373 U/L vs 9933+4973 U/L) y capacidad antioxidante total

(1.05£0.26 mmol/L vs 1.09+0.24 mmol/L) no se observaron modificaciones entre los
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pacientes con y sin insomnio, por lo que probablemente no hay una respuesta

antioxidante que compense el dafio oxidativo.

Conclusion: Los hallazgos sugieren que el insomnio se asocia con un aumento de estrés

oxidativo en los adultos mayores que padecen insomnio.
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ABSTRACT

Introduction: Within sleep disorders, one of the most frequent in old age is insomnia. Not
having a restful sleep generates cognitive and physical symptoms in the elderly that affect
their quality of life. It has been proposed that lack of sleep modifies oxidative stress, which
is an imbalance of pro-oxidant and antioxidant species in the body, so in this research the
association of oxidative stress biomarkers with insomnia will be evaluated to find a

correlation between both parameters.

Methodology: The association between insomnia and oxidative stress markers was
determined in a population of older adults. An analytical study was carried out with a
sample of 107 older adults from Mexico City, after signing informed consent, the Athens
Scale for Insomnia was applied through direct questioning, for which two groups were
formed; 44 presented insomnia and 63 did not present it. All participants were determined
markers of oxidative stress: lipoperoxides (LPO), and serum total antioxidant capacity
(TAC) by colorimetric methods, as well as the activity of the enzymes superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) (Randox laboratories Ltd®). The data
was analyzed through descriptive statistics, frequencies and percentages, mean values
and standard deviation (SD). Student's t-test and X2 were used as comparison tests with

a confidence level of 95%, using the statistical package SPSS V.15.0.

Results: A significantly greater difference in LPO levels was obtained in patients with
insomnia (0.44+0.7 pmol/L) and without insomnia (0.28+0.03 pmol/L) with a value of
p=0.03. Regarding the antioxidant markers SOD (181+9.9 U/L vs 184+33.6 U/L), GPx
(10467+4373 U/L vs 9933+4973 U/L) and total antioxidant capacity (1.05£0.26 mmol/L vs
1.09+0.24 mmol/L) no changes were observed between patients with and without

insomnia, so there is probably no response that compensates for oxidative damage.
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Conclusion: The findings suggest that insomnia is associated with increased oxidative

stress in older adults with insomnia.
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l. INTRODUCCION

El dormir contribuye al descanso y a la reparacion del organismo, esto es posible cuando
se duerme las horas necesarias y existe una buena calidad de suefio. En la vejez la
cantidad y la calidad del suefio pueden verse alterada por causas especificas de la edad,
condiciones como enfermedades o farmacos que favorecen que el insomnio se presente

con mayor frecuencia en el adulto mayor.

En el insomnio al no tener un completo descanso, el organismo no puede llevar a cabo
el restablecimiento de los tejidos corporales y del tejido cerebral, ya que en el suefio el
cuerpo incrementa la produccién de sustancias que permiten la reparacién celular y
contrarresta su oxidacion provocada por el estrés oxidativo, esto es lo que origina la

sensacion de descanso y reparacion tras el dormir.

De esta manera, se ha reportado en diversos estudios que las tasas metabdlicas del
cerebro exigen periodos de suefio adecuados, para asi contrarrestar la lesién celular
causada por los radicales libres y de esta manera facilitar la sintesis de las moléculas que
protegen las neuronas frente al estrés oxidativo, por lo que existe un aumento en la

sintesis de macromoléculas, como los acidos nucleicos y las proteinas durante el suefio.

En el insomnio, existe un cambio en el tiempo y la profundidad del suefio. Esto provoca
en el anciano una alteracion en el estado de animo, una disminucion en la atencién,
energia y concentracion, asi como un aumento en la sensaciéon de fatiga, cansancio y
malestar. También se ve afectado su rendimiento, disminuye su motivacion, afecta sus
relaciones sociales y son mas propensas a sufrir accidentes, incluso pueden desarrollar

sintomas fisicos como dolor de cabeza y tension muscular.

Los adultos mayores son una poblacidon mas propensa a padecer numerosas condiciones

de salud, incluyendo hipertensién, resistencia a la insulina y problemas cardiovasculares,
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en las que el estrés oxidativo se ha asociado al desarrollo de estas patologias. Son
escasos los estudios que hacen referencia de como los trastornos del suefio modifican el
estrés oxidativo, de ahi la relevancia de la presente investigacion donde se determind la

relacion del insomnio con el estrés oxidativo en adultos mayores.

Veronica Dominguez Castillo

14



Il. MARCO TEORICO

[ll.1. Envejecimiento

Desde la perspectiva bioldgica, el envejecimiento se considera como la consecuencia de
una gran variedad de dafios celulares y moleculares acumulados a lo largo de la vida, lo
que conlleva a un descenso paulatino de las capacidades mentales y fisicas, a un
incrementado riesgo de contraer enfermedades y, como resultado final, la muerte. Se
considera que estos cambios no son uniformes ni lineales, y su relacion con la edad de

una persona en afios estd mas bien vinculado a factores internos y externos.!

En el envejecimiento existen un grupo de transformaciones fisiolégicas y morfolégicas
gue ocurren de manera gradual y paulatina, esto como resultado del efecto del tiempo en
el organismo de los seres vivos, el cual es regulado por causas de naturaleza ambiental
y genética. Se expone como un fendmeno natural en el que existe una acumulacion de
procesos degenerativos en el organismo, ocasionando de esta manera una pérdida

paulatina de la funcién organica y tisular. 2

Nivel Desarganizacion

ADN Pérdida, mutacion o inactivacion del genoma de las mitocondrias a causa de la reaccion con los
radicales libres de oxigeno que se forman en la cadena respiratoria de la membrana
mitocondrial interna, con el resultante fallo de regeneracion organular

Orgdnulos subcelulares Alteraciones de los otros orginulos como efecto secundario de las lesiones oxidativas de las
mitocondrias y consiguiente descenso de la sintesis de ATP y del ciclo metabolico de proteinas

Células Alteraciones atroficas en las células fijas posmitdticas y otros cambios degenerativos en las
células diferenciadas

Sislemas fisioldgicos Descenso del rendimiento funcional

Organismos Disminucion de la resistencia al estrés y capacidad de supervivencia incluso en un hibitat dptimo

Poblaciones Aumento de las diferencias interindividuales

Veronica Dominguez Castillo
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Figura Ill 1. Efectos del envejecimiento a varios niveles de organizacion bioldgica.
Tomado de Miquel J. (2006)3

[11.1.1. Prevalencia del envejecimiento en la ciudad de México

En México se aprecia un acelerado e intenso proceso de envejecimiento en la poblacién.
Actualmente, la Ciudad de México es el lugar donde se observa mas vejez de la
Republica Mexicana, en esta entidad la poblacidn de la tercera edad alcanza el 13.36%
del total de la poblacién, y se espera que en el 2030 constituya hasta el 20 %. el
envejecimiento poblacional se acompafia con el incremento de enfermedades crénicas y
Sus consecuencias, tales como hipertension, diabetes, cancer y aterosclerosis. También
las alteraciones en el suefio son mas prevalentes en esta edad, entre ellas la mas

frecuente es el insomnio.4®

[1l.2. Estrés oxidativo y envejecimiento

A través del tiempo, las personas comienzan un proceso de envejecimiento que trae
consigo la manifestacion de diversas modificaciones y cambios irreversibles que
perjudican a 6rganos, tejidos y células. Algunas de las modificaciones mas evidentes en
el envejecimiento que se presentan el individuo son: descenso de la masa muscular y
esquelética, aumento en la rigidez vascular y cardiaca, menor capacidad de filtracion a
nivel renal, mayor rigidez articular disminucién de la agudeza visual, deterioro de las

papilas gustativas y por tanto de la capacidad para distinguir sabores: 67

11.2.1 Teorias del envejecimiento

El envejecimiento de los organismos ha sido explicado con diversas teorias, se
consideran teorias que se complementan una a otra, por lo que no deben considerarse

como excluyentes entre si. 8

Las teorias del envejecimiento se dividen en dos clasificaciones: la primera categoria es

la de la teoria estocastica, en la que se argumenta que las modificaciones que ocurren
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cuando un organismo empieza a envejecer se dan de manera azarosa Yy que van siendo

acumuladas a lo largo de la vida del ser vivo. Estas teorias engloban a:

a) Error catastrofico: Esta teoria menciona que el acumulamiento de alteraciones en la

sintesis de proteinas va a ocasionar afectacion en el funcionamiento celular.

b) Entrecruzamiento: la senescencia se da por un entrecruzamiento entre

macromoléculas celulares y las proteinas, esto ocasiona efectos que llevan a envejecer.

c) La teoria del desgaste: propone que el conjunto de dafio en el organismo produce la
muerte de células, 6rganos, tejidos.

d) Radicales libres: menciona que los radicales libres producidos de manera natural en
el organismo ocasionan un desgaste en las macromoléculas que con el tiempo va

afectando en su estructura y funcionalidad. °

Las teorias no estocasticas son la segunda clasificacion, se argumenta que el proceso
del envejecimiento esta programado, en esta teoria se considera la genética como
principal determinante, se menciona que la edad esta determinada por la genética de los
seres Vvivos, por lo que los organismos tienen un reloj interno que determina su

longevidad. 1°

Cuadro 1.1 Teorias del envejecimiento.

Teorias estocasticas Teorias no estocasticas
Error catastréfico Envejecimiento programado
Entrecruzamiento Mortalidad extrinseca
Desgaste Pleiotropica antagonica.

Radicales libres
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11.2.2 Teoria de radicales libres

La teoria que habla de los radicales libres es la mas aceptada, conocida y fundamentada
para poder darle una explicacién al envejecimiento de los organismos. Esta teoria
menciona que el proceso de envejecer es una consecuencia por una deficiente proteccion
para enfrentar el desgaste que resulta en las células, tejidos y 6rganos provocado por los
radicales libres que ocasionan el estrés oxidativo, por lo que las pérdidas funcionales
asociadas a la edad, se deben al resultado de dafios inducidos por especies reactivas de

oxigeno que conduce a la senescencia celular.’

Al pasar los afios y cuando los organismos empiezan a envejecer, las consecuencias de
los radicales libres producidos por el metabolismo mitocondrial dejan de ser minimizados
por los sistemas que se encargan de la regulacion y empiezan a acumularse, esto
ocasiona que el organismo se cree un desbalance entre especies pro oxidantes y
antioxidantes, lo que es nombrado como estrés oxidativo, uno de sus efectos de gran
importancia es el conjunto de moléculas oxidadas que se acumula al envejecer y que va
a provocar una afectacion al organismo en general, desde las células que repercutira a
los sistemas tales como el endd6crino, inmunoldgico y nervioso, afectando la relacion entre

esos sistemas. 11

Con los afios se han realizado diversos estudios experimentales que fundamentan la
teoria de los radicales libres como principales causantes del envejecimiento. En estas
investigaciones se menciona que los organismos envejecidos presentan un mayor nivel

de oxidacion que los organismos que estan en etapas tempranas de su vida, se ha
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determinado un mayor nivel de macromoléculas oxidadas, se sugiere que el aumento de
radicales libres es el responsable del alto nivel de oxidacion de lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. A esto se le suma a que la regulacion por antioxidantes se encuentra reducida
con el envejecimiento, por lo que el nivel de eficacia de estas enzimas disminuye y no

contrarresta los efectos del estrés oxidativo. 10

[11.2.2. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno tiene la caracteristica de ser un elemento el cual tiene un doble rasgo que se
contrapone uno del otro. Por un lado es parte fundamental para que los organismos lleven
a cabo el proceso de respiracion, y por el otro, su metabolismo representa un efecto
dafiino al organismo al obtener especies reactivas de oxigeno. Al metabolizarse en la
mitocondria, el oxigeno produce moléculas inestables llamadas radicales libres que
ocasionan un desgaste en la célula, bajo ciertas circunstancias las especies reactivas de
oxigeno pueden incrementarse y por lo tanto perderse el balance con estas moléculas y

las enzimas antioxidantes presentes en los organismos, provocando asi estrés oxidativo.
12

Los radicales libres que se generan del metabolismo del oxigeno son generadas de
manera habitual en el organismo, su produccion se da principalmente en el metabolismo
celular por la mitocondria, especificamente en la cadena de transporte de electrones para
la generacion de ATP. También son producidas en menor cantidad en reticulo

endoplasmico, y por las enzimas NADPH oxidasas y xantina oxidasa. 13

Estas especies reactivas provienen del oxigeno molecular, que al ser reducido genera
tres especies reactivas: radical hidroxilo (OH"), anién superdxido (O2 ) y peroxido de
hidrogeno (H.O.) . La molécula de O. y OH-son radicales libres, debido a que tienen un
electron desapareado dentro de su estructura, el peroxido de hidrogeno puede dar origen

facilmente a radicales libres como el OH". 14

Veronica Dominguez Castillo

19



H+

[ K
FMN U ggg
ATP
NADH NAD* SINTASA
succinato
o fumarato ADP?Pi<
" w3y
0,—3 0; %3 H,0,~ = -OH>23 H,0
oxigeno anién peréxidode L () radical agua
superéxido hidrégeno 2% hidroxilo

Figuralll.2 Generacion de especies reactivas de oxigeno por la cadena de transporte de

electrones en la mitocondria. Tomado de Revilla E. (2021)%°

Las ERO se obtienen de igual manera por factores externos. Estos radicales libres se
forman al metabolizar algunas sustancias exdgenas que después se absorben en el
organismo. También puede darse por el contacto de factores como humo, grasas,
alcohol, disolventes, contaminacion, exposiciéon de metales pesados como el mercurio,

cadmio, arsénico, plomo, asi como contacto con la radiacion. 16
[11.2.3. Estrés oxidativo

Cuando existe un aumento en las especies pro oxidantes, que no es contrarrestado por
los antioxidantes, se produce lo que es llamado como estrés oxidativo. Por lo que estas
especies son altamente reactivas y causan alteraciones a diversas moléculas,

transformandose de esta manera en moléculas con alto nivel de reactividad, formando
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de esta manera una reaccion que se va expandiendo dentro del organismo generando

un deterioro que afecta a las células para posteriormente causar un dafio en tejidos. */

[11.2.4. Dafio a las biomoléculas por estrés oxidativo

e Lipidos

La accién de los EROS sobre los lipidos tiene en especial una gran afectacién en los
acidos grasos poli insaturados lo que causa su peroxidacibn que repercute en la
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular que produce edema y defuncién
celular. La peroxidacion en los lipidos va a ocasionar dafios a 6rganos de gran
importancia como el cerebro, debido a que en su composicion se encuentra un nivel
elevado de acidos grasos poliinsaturados, estos lipidos estdn implicados en la

neurotransmision y por tanto son fundamentales en la comunicacién neuronal. 18

La peroxidacion de los acidos grasas va a generar moléculas tales como el 4-hidroxi-2-
nonenal y el malondialdehido, estas moléculas tienen la caracteristica de ser altamente
toxicas y que pueden afectar a la estructura y funcionalidad de acidos nucleicos y de

proteinas. 18

TR
L

Peroxidacion lipidica

Figura 1.3 Efectos en la estructura de la membrana celular por la peroxidacion lipidica
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Tomado de Céspedes-Miranda E (2005) 8

e Proteinas

El estrés oxidativo también tiene un dafio directo en las proteinas. Una de las alteraciones
que sufren estas macromoléculas esta relacionada a la integridad de su estructura,
también puede causar una alteracion de la accion catalitica de las enzimas. En cuanto a
otras modificaciones, se puede mencionar a la ruptura de los enlaces peptidicos,

oxidacion de los aminoacidos y la agregacioén entre proteinas.®

Las especies reactivas de oxigeno suelen dafar algunos puntos especificos en las
proteinas, como son los grupos tiol, enlaces insaturados y también en los anillos
aromaticos. Por lo que las proteinas que tienen en su estructura fenilalanina, cisteina,
metionina, histidina y triptéfano, pueden presentar algunas alteraciones dentro de su

estructura y por lo tanto afectar su funcionalidad.*?
e Acidos nucleicos

En el ADN, las ROS reaccionan con la desoxirribosa y bases nitrogenadas , provocando
importantes reacciones oxidativas. Esto puede conducir a la apoptosis celular,
enfermedades hereditarias, mutaciones, necrosis y carcinogénesis. Se produce la
fragmentacién del ADN, forzada por la separaciéon de los nucleosomas, estas son
estructuras necesarias para que el ADN este organizado dentro de los cromosomas,
provocando asi dificultad en el enrollamiento y compactacion del ADN dentro de la
cromatina. La cromatina es una estructura fundamental para regular de la transcripcién
de genes vy, por lo tanto, las alteraciones en sus propiedades funcionales pueden dar

lugar a errores que conduzcan a la mutagénesis. 2°

Algunas de las consecuencias observadas en los acidos nucleicos por las especies
reactivas de oxigeno son por causa de reacciones que provocan el surgimiento de

uniones cruzadas, escision de hebras de ADN vy la hidroxilacion de bases nitrogenadas.
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Esto provoca que se presente una deficiente expresion o sintesis de una proteina por
afectacion de reordenamientos cromosomicos, modificaciones oxidativas de las bases,
deleciones, fragmentaciones, desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes y
modificaciones oxidativas de las bases. %!

ALTERACIONES CROMOSOMICAS Estrés

® oxidativo
. MEMBRANA CELUL
s 100000000000 00000000Q000COOSOOOOOO
MICRONICLEOS ALTERACIONES  ALTERACIONES
NUMIRICAS ESTRUCTURALES

1000600000060000000000Q0000000000000

CITOPLASMA
//‘,{R{)S
STRES QDATIVO
w:m

ALTERACIONES GENETICAS

ALTERACIONES EPIGENETICAS

Ty 026 -

MODFICACION
DE HISTONAS

METILACION DEL ADN miRNAs

Figuralll.4 Dafio oxidativo al ADN. Tomado de Valvuena D.( 2020) %2

I11.2.5. Sistemas antioxidantes

A consecuencia de la alta toxicidad de las especies reactivas de oxigeno, el organismo
de los seres vivos aerobicos ha creado diferentes maneras de hacer frente a estas
especies pro oxidantes, este mecanismo recibe el nombre de antioxidantes, estos se
encargan de la transformacion o eliminacion de las especies reactivas de oxigeno a
moléculas que son mas estables. Se denomina antioxidante a las sustancias que al estar
en una cantidad baja, en relacion al sustrato oxidable, hace que la oxidacion se inhiba de

dicho sustrato.?3
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Los antioxidantes se pueden clasificar en 2 categorias: no enzimaticos y enzimaticos. En
la clasificacion de los no enzimaticos se encuentran los antioxidantes que tienen
bajo peso molecular como la biliverdina, flavonoides, glutation, acido Urico,
bilirrubina, acido ascérbico, vitamina E y C.2 En cuanto a las enzimas se
encuentran glutation peroxidasa (GPx), la catalasa y la super oxido dismutasa
(SOD), estas actuan especificamente sobre las especies reactivas de oxigeno,
degradandolas a moléculas menos nocivas mediante mecanismos bioquimicos

especificos. 11
e Superodxido dismutasa (SOD).

La enzima superoéxido dismutasa que se encuentra en la célula como una metalo enzima,
su funcion es catalizar una reaccion en la que realiza una dismutacion donde formara

peroxido de hidrogeno a partir de una molecula de Oz 24

e Catalasa

Esta enzima se encarga de descomponer el peroxido de hidrogeno a agua. Se localiza
en gran cantidad dentro de los peroxisomas, se encuentra en los eritrocitos y en el
higado.?®

e Glutation peroxidasa (GPX)

La funcion de esta enzima es realizar la reduccion de peréxidos utilizando un aceptor de
hidrogeno, siendo este el glutation reducido, que después de cumplir con su funcién este
se regenera con la enzima glutatién reductasa. Se localiza en las mitocondrias y en el
citosol. Dentro de su estructura se encuentra un grupo prostético de selenio-cisteina que
le provee una alta afinidad por sustratos. Comparado con la catalasa, su actividad

enzimatica es menor.26
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Superdxido dismutasa

'°2+'°2+2H+ - Hz Hz#Og
Catalasa

2H2°2 2H2° +1/2 02

Peroxidasa
H2°2 +R (OH)z 2“20 + R02
Glutation peroxidasa
H20; + 2GSH GSSG + 2H0

Figura I11.5 Sistemas antioxidantes enzimaticos y reacciones que catalizan. Tomado de
Romer C.( 2002 ) 27

[11.3. Patologias asociadas al estrés oxidativo en la vejez

En el envejecimiento los radicales libres provocan una acumulacion de efectos nocivos
causados por los radicales libres, este efecto conduce a la acumulacion de dafios en los
lipidos, acidos nucleicos, proteinas y carbohidratos, causando disfuncién celular y
haciendo que el cuerpo sea mas propenso a padecer enfermedades. Son numerosos los
procesos patoldgicos que se han estudiado y que son atribuibles al estrés oxidativo entre
ellos estan la ateroesclerosis, diabetes mellitus, artritis, cancer, hipertension arterial y
enfermedades renales. El dafio de los radicales libres en la vejez incluso esta asociado

a enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, parkinson demencia.?82°
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Figura Ill.6 Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Tomado de Barbosa K.
(2008) 0

lll.4. Funciones del suefio y estrés oxidativo

El suefio cumple diversas funciones como la reparacién de tejidos corporales y cerebral,
la conservacion y el restablecimiento de la energia, regulacién térmica, endocrina y
metabolica, restauracion de la actividad eléctrica cortical, eliminacion de radicales
formados en el dia, consolidacion de la memoria, homeostasis sinaptica y activacion

inmunoldgica.3t:32

En cuanto a la funcion reparativa se propone una teoria del suefio, en la que los radicales
libres cerebrales se acumulan durante la vigilia y se eliminan durante el suefio. En el dia
al estar en estado activo se observa un incremento de la actividad neuronal, por lo que la
demanda de oxigeno y la oxidacion de glucosa se ven aumentados, por lo que dentro de

la célula incrementa la formacién de especies reactivas de oxigeno. 32

La eliminacién del exceso de radicales libres durante el suefio se logra mediante una
disminucién de la tasa de formacién de especies reactivas de oxigeno y una mayor

actividad de las funciones de las moléculas antioxidantes . Por lo tanto, el suefo funciona
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esencialmente como un antioxidante para el cerebro. De igual manera se menciona en
diversas investigaciones al metabolismo basal del cerebro, se propone que en el suefio
hay un incremento en la formacion de macromoléculas, lo que apoya a la teoria

reparativa. 3*

La renovacion de la eficacia sinaptica mientras se duerme provoca un decremento en los
niveles de estrés oxidativo que se ve reflejado en la disminucion del deterioro celular. Se
ha propuesto que en el suefio existe una restitucion de la estructura neuronal, donde se
conservan proteinas que conforman el citoesqueleto, regulacion de marcadores pro

apoptoticos, lo cual repercute de manera favorable en su supervivencia. 3°

Figura Ill.7 Posibles vias involucradas en la restauracion cerebral durante el suefio.
Tomado de Acosta-Pefia E. (2009)3°
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De igual manera, se ha propuesto una via donde ocurre la restitucion de las neuronas
durante el dormir, la cual se ha indagado muy poco, esta es la via de la formacion de
neuro globinas, estas estructuras se ven involucradas en diversas funciones cerebrales,
tales como el transporte de oxigeno, la eliminacion de radicales libres, la formacién de
NAD+ en condiciones bajas de oxigeno, estas funciones promueven la vida de la red de

neuronas.3®

[11.5. Estrés oxidativo a nivel cerebral en la privacion de suefio.

En la privacion de suefio, se ve un incremento en la formacion dentro de la célula de las
especies reactivas al oxigeno (ROS), tales como el perdxido de hidrogeno, el radical
hidroxilo y el los aniones superoxido. En el cerebro existen enzimas antioxidantes que
regulan la formacion de los radicales libres, entre ellas las mas importantes son
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa. Existen condiciones en el que se da un
desbalance entre el sistema antioxidante y las especies reactivas de oxigeno que

desequilibra la homeostasis celular.36

El sistema nervioso es vulnerable al efecto del estrés oxidativo debido a la cantidad
elevada de acidos grasos poli insaturados, los cuales se encuentran en la membrana
neuronal. Debe de existir un balance entre el sistema antioxidante y los radicales libres
para conservar la estructura cerebral y que se mantengan sus funciones en estado
optimo. Cuando existe estrés oxidativo, las proteinas de las neuronas se deterioran y se

agregan, también existe un dafio en las mitocondrias. %’

Se ha propuesto que el estrés oxidativo causa dafio en las células e incluso puede
provocar muerte celular al dafiar macromoléculas que componen a la célula. El estrés

oxidativo provoca una alteracion en la red neuronal provocando oxidacion de estas
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células, este proceso va a provocar modificaciones en las proteinas que propician

enfermedades neurodegenerativas . 38

ENVEJECIMIENTO
NEURONAL

qrep

MITOCHONDRIA

Figura 111.8 Efectos estrés oxidativo a nivel neuronal. Tomado de Castelli V. (2019) 3°

La privaciéon del suefio en la vejez se observa en diversas patologias que alteran el
dormir, entre las mas frecuentes en los adultos mayores estan la apnea del suefio
sindrome de las piernas inquietas e insomnio, siendo esta ultima la mas prevalente en

los adultos mayores. 40:41.42
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[11.6. Insomnio en la vejez

El insomnio se define como un estado en el cual el individuo no esta satisfecho con la
calidad o cantidad del suefio, se asocia con la imposibilidad de dormir y/o frecuentes
despertares nocturnos con dificultad para conciliar el suefio. El individuo con insomnio
puede presentar sintomas diurnos los cuales incluyen fatiga, falta de atencion y
concentracion, cambios en el estado de animo, decremento en la motivacién, riesgo a
caidas y accidentes, deterioro de la memoria, somnolencia diurna, también se presenta
con sintomas que se manifiestan fisicamente como padecimientos gastrointestinales,

dolor de cabeza y tensién muscular.?®

111.6.1 Clasificacion

Existe dos categorias en las que se divide el insomnio, entre ellas esta el insomnio
primario en el que no hay una razon establecida, la segunda categoria es el insomnio
comoérbido o secundario, es el mas comun en los adultos mayores, el cual es causado
por diferentes patologias asociadas, algunos medicamentos o condiciones ambientales
en el sitio donde el adulto mayor acostumbra dormir. Existe otra clasificacion de insomnio
donde se contempla el tiempo en el que se ha presentado, siendo insomnio crénico
cuando su duracion es mayor a 6 meses, agudo cuando su tiempo de evolucién es menor

a un mes y subagudo cuando su duracién es de entre 1 a 6 meses.?

[11.7. Prevalencia de insomnio en los adultos mayores

Uno de los desérdenes mas comunes que afectan el suefio en la poblacién de adultos de
la tercera edad es el insomnio. Se ha encontrado que existe una prevalencia elevada de
incluso el 50% de los adultos mayores que mantienen una dificultad para conciliar o
mantener el suefio. Estas cifras del insomnio son mas elevadas en individuos de la

tercera edad que en la poblacién mas joven. Los sintomas de mantenimiento del suefio
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son los que mas prevalecen entre personas con insomnio (50% a 70%), seguido de

dificultad para iniciar el suefio (35% a 60%) y suefio no reparador (20% a 25%). 43

En las investigaciones realizadas se ha encontrado que el padecimiento de insomnio

prevalece mas en la poblacién femenina que en la masculina.*

[11.8. Factores de riesgo de insomnio en la vejez

Multiples factores aumentan el riesgo de que los adultos mayores desarrollen insomnio.

Entre ellos estan:
[11.8.1. Alteraciones en las etapas del suefio

El término suefio se define como un estado de calma de un ser vivo que es opuesto al
estado definido como vigilia. Al estar en estado de reposo existe un nivel reducido de
respuesta ante estimulos del medio, también se caracteriza por existir una baja actividad
fisiologica. Cuando un organismo duerme, existe una supresion de los sentidos, las
funciones no voluntarias como la respiracion y la circulacién se mantienen, en cambio las
funciones voluntarias dejan de llevarse a cabo. Existen una serie de teorias donde se
propone que el dormir es un proceso el cual comprende 5 etapas, que son vigilia, N1, N2,
N3 y R. Las etapas N1 a N3 han considerado el suefio de movimientos oculares no
rapidos (NMOR), cada uno avanza progresivamente a un suefio mas profundo. La fase
R es la etapa de suefio de movimientos oculares rapidos (MOR). Estas fases duran
aproximadamente entre 90 a 110 min, se repiten varios ciclos en la noche, lo cuales
deben de ser por lo menos 4 ciclos para que de esta manera se garantice el descanso

de la persona.*®

En la vejez ocurren cambios significativos en las etapas del suefio. En los adultos
mayores la etapa del suefio N1 que corresponde al suefio ligero se ve aumentada,
mientras que el suefio REM disminuye. Al ser mas fragil el suefio en los adultos mayores

es comun la interrupcion repetida y frecuente del suefio por largos periodos de vigilia, por
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lo que existe un aumento de suefio diurno, lo que provoca una ruptura del ciclo normal

bifasico del adulto y una tendencia a un ritmo polifasico similar al de los neonatos.*3

111.8.2. Disminucién en la secrecién de melatonina

El suefio es un fenomeno periédico que sigue a un ciclo circadiano, este es descrito
como un ciclo cercano a 24 horas que responde a la exposicion de oscuridad y luz en el
medio, el cual es regulado por la hormona melatonina. La formacion y la secrecion de
melatonina por la glandula pineal proporciona al organismo una valiosa informacién sobre
el inicio de la noche, y se promueve por la estimulacion de la oscuridad a través del ojo.
La cantidad de melatonina es variable conforme pasan los afios, después de los 40-45
afos sus niveles disminuyen paulatinamente por lo que esta hormona esta asociada a la
alteracion en el ritmo de suefio-vigilia en el anciano. La secrecién general de esta
hormona disminuye con el envejecimiento y estudios sugieren que su descenso

contribuye a modificaciones en el suefio de las personas de la tercera edad. 4647
[11.8.3. Enfermedades secundarias

Existen numerosos padecimientos que se asocian con la aparicion del insomnio, en estas
enfermedades se destacan la insuficiencia cardiaca, afecciones pulmonares y patologias
gue generan dolor como es el cancer. En las personas de la tercera edad se considera
factor de riesgo para padecer insomnio la depresion, ansiedad, dolor crénico, artritis,

reflujo, Parkinson, Alzheimer y enfermedad pulmonar obstructiva crénica.*®

Hay algunas patologias respiratorias que provocan el insomnio, tales como el sindrome
de apnea obstructiva del suefio, donde existe una oclusién que dificulta la inspiracioén. El
sindrome de apnea central donde se interrumpe la respiracion sin que exista una
obstruccion. Otro padecimiento es el sindrome de piernas inquietas, el cual es mas
notorio en la noche; el trastorno del movimiento periodico de las extremidades, durante

el cual existen movimientos repetitivos estereotipados de las piernas durante el suefio; y
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el despertar y los calambres nocturnos de las extremidades inferiores, los cuales se

caracterizan por dolor en las pantorrillas, lo que conlleva al despertar del paciente. 4% 0

111.8.4. Medicamentos

Algunos medicamentos utilizados por los adultos mayores resultan tener modificaciones
el suefio, un ejemplo de ellos son los diuréticos que incrementan la cantidad de veces en
las que el adulto mayor se levanta a orinar, la beta bloqueadores que actian directamente
en el sistema nervioso central, asi como otros medicamentos como los opioides,

estimulantes, teofilina, anti colinérgicos, hormona tiroidea, antidepresivos.>:

[11.8.5. Comportamiento social

Se ha observado que el insomnio en las personas mayores, representa una problematica
gue afecta a una elevada cifra de personas de la tercera edad, las afectaciones se ven
reflejadas en diferentes ambitos como el fisico, psicolégico y social. El insomnio es
provocado por diferentes factores que se asocia con el ajuste del ritmo de vida tras la
perdidas familiares o jubilacion. Cambios sociales y de estilo de vida con el
envejecimiento contribuyen a los problemas de suefio en los adultos mayores. En esta
edad la mayoria de los adultos mayores se encuentran jubilados por lo que tienen
horarios de suefio més flexibles que pueden ser irregulares, tienen mas oportunidades
de tomar una siesta durante el dia, son mas sedentarios y estan menos involucrados en
la actividad social. Estos factores afectan a la regulacion circadiana de suefio provocando

modificaciones en el dormir. 31

De igual manera, la evidencia muestra que los sintomas de insomnio en los adultos
mayores se asocian con una disminucion de actividad fisica, lo cual es comdn a esta
edad. Esto es debido a que la actividad fisica conduce al gasto de energia, requiere la

restauracion del cuerpo y por tanto se ve reflejada en un mejor suefio. 5
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[11.9. Consecuencias del insomnio en los adultos mayores

El insomnio hace que la persona de la tercera edad sufra de sintomas clinicos, en los que
se incluyen retraso psicomotor, cognicion alterada, somnolencia diurna, cefalea,
disminucién en el intelecto, confusion, todo esto conlleva a que el individuo tenga un

elevado riesgo de lesiones o accidentes que disminuyan su calidad de vida. 48

La privacion total del suefio a corto plazo tiene un efecto perjudicial significativo en la
mayoria de los dominios cognitivos, que incluyen la disminucion de atencion,
razonamiento, retraso en el procesamiento cognitivo y la memoria a corto plazo,
observandose efectos menores para tareas de mayor complejidad. La falta de suefio de
ha asociado con un riesgo de mortalidad si no es tratado. Se tienen estudios que
relacionan este padecimiento con enfermedad mental, incluso se menciona que hay un
incremento del 23% en el riesgo de presentar depresion. Existe evidencia del insomnio y
su asociacion con enfermedades cardiacas y otros factores de riesgo cardiovascular
como hipertension, infarto de miocardio y accidente cerebro vascular. Se ha propuesto
que las personas con padecen insomnio tienen un elevado riesgo de padecer sindrome
metabolico. Investigaciones recientes también demuestra que las manifestaciones del
insomnio pueden conducir a un elevado riesgo de padecer cancer. Se ha encontrado una

asociacioén entre el insomnio y muerte neuronal. >3

De igual manera, el insomnio cronico se ha considerado como un factor de riesgo
altamente relacionado con enfermedades croénicas, como padecimientos
cardiovasculares en las que se da insuficiencia cardiaca, fibrilacion auricular, asi como

trastornos psiquiatricos como ansiedad y demencia.>®

Veronica Dominguez Castillo

34



111.10. Antecedentes

Autor

Kolesnikova (2017) >4

Gulec (2012) %

Cuadro 2. Estudios que asocian insomnio con estrés oxidativo.

Estudio

Estudio Clinico

Transversal

Estudio Clinico

Transversal

Poblacion

n: 118 (Mujeres
perimenopausicas:47,
Posmenopausicas.:71)

n: 60(Personas con
insomnio: 30, Personas
sin insomnio:30)

Medicién estrés oxidativo

Medicion de lipoperoxidos y
sistema de defensa
antioxidante.

Medicion de glutation

peroxidasa (GSH-PXx),

superoéxido dismutasa
(SOD), mieloperoxidasa
(MPO), glutation reducido
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Resultados

Las pacientes con
insomnio desarrollan un
estrés oxidativo que es
mas marcado en la pos

menopausia

Personas con insomnio
primario presentaron
una actividad de GSH-
Px significativamente
mas baja y niveles mas



Villafuerte (2015)%6

Fabiana (2012) 5/

Wang (2017) 58

Lopez-Lopez (2020) *°

Estudio preclinico

Revision
sistematica

Estudio Clinico

Transversal

Estudio Clinico

Transversal

Estudio Clinico

Transversal

44 estudios

n: 57 (Personas con
apnea del suefio: 30,
Personas sin apnea del
suefo 57)

n: 154 (Personas con
insomnio: 78, Personas
sin insomnio: 76)

n: 66 (Personas con
somnolencia diurna: 33,
Personas sin
somnolencia diurna 33)

(GSH), malondialdehido
(MDA)

Medicion de GSH, GSSG,
relacion GSH / GSSG, GP¥x,
CAT, SOD, nitritos, NO y
peroxidacion lipidica en
diferentes regiones del
cerebro

Medicion de Catalasa y
malondialdehido (MDA).

Medicién de catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GSH-
PX), malondialdehido
(MDA) y superéxido
dismutasa (SOD)

Medicion de
malondialdehido (MDA)
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altos de MDA en
comparacion con los
controles.

Se sugiere que la falta
de suefio promueve el
estrés oxidativo

Al tratar la apnea 'y
mejorar la calidad del
suefo se redujo el
estrés oxidativo.

Personas con insomnio
derivado de trastornos
mentales tienen un
mayor nivel de estrés
oxidativo.

Las personas con
somnolencia diurna
tienen casi el doble de
peroxidacion lipidica, en
comparacion las que
no.



En el estudio de Kolesnikova et al (2017) %4, se determind el estrés oxidativo en
mujeres posmenopausico con insomnio, encontrando que estas mujeres desarrollan
un nivel de estrés oxidativo mas alto que las mujeres que no padecen insomnio. En
cuanto a la investigacion de Gulec et al (2012) %5, se mostr6 la relacion de estrés
oxidativo en pacientes con insomnio primario. Los resultados fueron que los pacientes
con insomnio primario tienen significativamente bajo los niveles de glutation
peroxidasa, y altos los niveles de malondialdehido (MDA) comparado con el grupo

control que no padece insomnio.

En el estudio de Villafuerte et al (2015) %, se realiz6 una revision sistemaética para
determinar el estrés oxidativo en la privacion del suefio en un modelo animal, llegando
a la conclusion en los estudios revisados que la falta de suefio promueve el estrés

oxidativo y que el suefio tiene una funcién antioxidante.

La apnea del suefio es una enfermedad que provoca que el suefio se vea interrumpido
al no poder respirar adecuadamente. Las personas padecen esta enfermedad sufren
de insomnio secundario . De acuerdo con la investigacién de Fabiana et al (2012) %7,
los resultados del estudio realizado en personas con apnea del suefio, sugieren que
los individuos que padecen esta enfermedad tienen niveles elevados de estrés
oxidativo, y estos resultados se contrastan al comparar los niveles de malondialdehido

en personas que trataron la apnea.

En el estudio realizado por Wang et al (2017) 8 se muestra que personas que tienen
insomnio derivado de trastornos mentales tienen un desbalance de especies

oxidantes y antioxidantes.

En la investigacion de Lopez-Lopez et al (2020) *° realizada a personas con
somnolencia diurna provocada por falta de suefio, se encontrd que los individuos con
suefio tuvieron mas MDA que el grupo sin somnolencia, por lo tanto una mayor
peroxidacion lipidica. De igual manera su investigacion mostro que las vitaminas C y

E disminuyen los niveles de MDA en personas somnolientas.
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El insomnio es muy frecuente en las personas de edad avanzada, aproximadamente
hasta el 50% de los adultos mayores se quejan de dificultad para iniciar o mantener el
suefo. Esta elevada prevalencia esta asociada a los numerosos factores de riesgo a
los que esta expuesto el adulto mayor, debido a que esta modificacion en el dormir es
propiciada por cambios del suefio especificos de la vejez, asi como también es
consecuencia de diversas patologias que aquejan frecuentemente a esta poblacion,
incluso medicaciéon o el estilo de vida que puede provocar horarios irregulares de

suefio que provocan una ruptura en el ciclo normal de suefio-vigilia. 434°

Esto influye en la recuperacion y reparacion de las células y tejidos que son afectados
por el estrés oxidativo, por lo tanto, se ve reflejado en la disminucién de la calidad de
vida del adulto mayor, ya que repercute en su vida diaria al sentirse fatigado,
somnoliento, con un estado de alerta disminuido, deterioro en la memoria, disminucion
en la concentracidon y atencion, con cambios en el estado de animo e incluso con

riesgo de sufrir accidentes o caidas. 48

En escasos estudios se ha indagado sobre los efectos del insomnio en el estrés
oxidativo. Se ha sugerido que la privacion de suefio promueve el estrés oxidativo, sin
embargo, estas investigaciones se han llevado a cabo en modelos animales y en otras

poblaciones diferentes a la que se contempla en este estudio.>*59
Por lo que se plantea la siguiente pregunta de Investigacion:

¢,Cudl sera la relacion entre el insomnio y el estrés oxidativo en adultos mayores?
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IV. HIPOTESIS

Tomando en cuenta que el suefio es un proceso fisiolégico en el cual una de sus
funciones es llevar a cabo la reparacion del organismo para contrarrestar la oxidacion
celular causada por los radicales libres, se espera que al determinar los marcadores
de estrés oxidativo en los adultos mayores que padecen insomnio se muestre un
aumento significativo del estrés oxidativo en comparacion con los adultos mayores

gue no padecen insomnio.

V. OBJETIVOS

VI.1. Objetivo general

Determinar la asociacion entre el estrés oxidativo y el insomnio en adultos mayores.

VI.2. Objetivos especificos

Determinar marcadores de estrés oxidativo pro oxidantes: lipoperéxidos (LPO) en

adultos mayores con y sin insomnio.

Determinar la actividad enziméatica de marcadores antioxidantes: superéxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), asi como la capacidad antioxidante total
(CAT) en adultos mayores con y sin insomnio.

VI. MATERIAL Y METODOS

VIl.1. Diseio de estudio

De acuerdo a la clasificacion de Méndez se llevd a cabo un estudio observacional

prolectivo transversal comparativo.
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VII.2. Universo de estudio

La poblacion que se incluy6 en esta investigacion fueron 107 adultos mayores de la
Ciudad de México. De ellos, 61 con insomnio y 46 adultos mayores sin insomnio como
grupo control.

VII.3. Criterios de inclusién

e Adultos mayores de 60 afos.

e Sexo indistinto.

e Adultos mayores que hayan firmado el consentimiento informado.

e Sipadecen alguna enfermedad crénica no transmisible, esta debe de estar

controlada.
VIl.4. Criterios de exclusiéon

e Adultos mayores que no vivan en la Ciudad de México.
e Que esté tomando alguna terapia antioxidante.

e Adultos mayores que estén cursando por una neoplasia maligna.

VII.5. Variables

VII.5.1. Independiente
Insomnio

Edad

Sexo

Estado civil

Nivel de estudio

Veronica Dominguez Castillo

40



VII.5.2. Dependiente

Estrés oxidativo medido con los siguientes marcadores: Lipoperoxidos (LPO),

superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y capacidad antioxidante

total (CAT).

e Operacionalizacion de variables

Cuadro 2. Operacionalizacion de variables.

Variable  Definicién Nivel de Categoria
medicién
lisielarieter Dificultad para iniciar o mantener el Cualitativa Si/No
suefio, o sensacion de no haber tenido Nominal
un suefio reparador, durante al menos
un mes.
Edad Tiempo que ha vivido un individuo desde Cuantitativa  Afios cumplidos
su nacimiento Discreta
Sexo Categoria fisica y biologica en la que se Cualitativa Hombre/ Mujer
establece la diferenciacién de hombre y Nominal
mujer.
Estado Condicion de una persona en Cualitativa Sin pareja/Con
civil relacion con su nacimiento, Nominal pareja
nacionalidad, filiacion o
matrimonio, que se hacen constar
en el Registro Civil.
\slelss - Es el nivel de educacion mas alto Cualitativa Basica
~=i o= que una persona ha terminado. nominal Media superior
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Estrés Aumento en los niveles de especies

ordle=1ilel Y reactivas de oxigeno, que no alcanza LPO (umol/L)
a ser compensado por los sistemas Cuantitativa SOD (U/mL)
de defensa antioxidantes causando continua GPx (U/L)
dafo y muerte celular. CAT (mmol/L)

LPO Altos= 0.320

umol/L
Cualitativa  SOD Baja<170
nominal U/mL

GPx Baja< 5500

uU/L

CAT Baja<0.9
mmol/L

VII.6. Valoracién de insomnio

El diagnostico de insomnio se establecid a través de la escala de Atenas, cuyo objetivo
es determinar insomnio en personas adultas mayores, el instrumento permite clasificar
la severidad de dicha alteracién. Es un cuestionario de 8 items en formato tipo lider

con 4 opciones de respuesta el cual puede ser de auto aplicacion.
Escala de evaluacion

El instrumento esta conformado por 8 preguntas con 4 opciones de respuesta a las
cuales se les otorga un puntaje de 0 a 3. La calificacion global es de 0 a 24 puntos
considerando diferentes intensidades de insomnio, la puntuacién maxima se relaciona
con una mayor severidad del insomnio. De acuerdo a la validacién para la poblacion

mexicana la puntuacion igual o mayor a 8 puntos marca la presencia de insomnio.
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VIl. 7. Medicidn de estrés oxidativo.

Se obtuvo una muestra sanguinea a los adultos mayores por medio de una ven
puncién para realizar la determinacién de los marcadores de estrés oxidativo. Para
ello se utilizé tubos al vacio con anticoagulante heparina para capacidad antioxidante
total, LPO, SOD y GPx.

VII.7.1. Lipoperéxidos (LPO)
Fundamento

En la determinacion de lipoperoxidos plasmaticos se utilizo la técnica de peroxidacion
lipidica por el método del acido tiobarbittrico (TBA). Durante la prueba la muestra es
tratada con TBA a pH bajo desarrollando un pigmento rosa cuya absorcion es a los
532 um. Durante la reaccién por un proceso de auto oxidacion aumentan los TBARS
(Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico), al agregar butiril-hidroxitolueno (BHT)

reduce la formacién de lipoperéxidos in vitro.

Procedimiento

Se recolecto sangre total en tubos con anticoagulante EDTA, se centrifugo a 2500 rpm
por 10 min para obtener 300 uL de plasma que se le adiciono 3uL de
butilhidroxitolueno (BHT) para evitar la oxidacién de muestras. Se colocaron 200 uL
de plasma con 25 ul de acido orto fosférico (0.2M), se agito en vortex 10 segundos y
posteriormente se adiciono 25 uL de TBA (0.1 M) se agito con vortex por 10 segundos.
Esta mezcla se incubo por 45 minutos en un bafio de agua a 90°, pasado el tiempo se

colocaron los tubos en frio por 5 min para detener la reaccion.

Se afiadio 600 uL de butanol en cada tubo y 50 uL de solucion saturada de cloruro de
sodio, se mezclo y agito en vortex por 10 segundos. Posteriormente se centrifugo a
5000 rpm por 2 min. Se extrajo el sobrenadante y se ley6 contra blanco de butanol a
535 nmy a 572 nm, de las cuales se obtuvo posteriormente el delta. La concentracion

de &cido tiobarbitarico que reacciona se calculé por medio de una curva estandar de
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MDA, generada con un estandar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), de la cual se

obtuvo una recta de calibracion.

Cuadro 3. Curva estandar de MDA.

Tubo TMP 0.2 mM H20 pL MDA (umoliL)
(solucién de
trabajo) pL
B 0 1000 0
1 5 995 0.2
2 10 990 0.4
3 20 980 0.8
4 30 970 1.2
5 50 a50 2.0
6 70 930 2.8
7 100 900 4.0

VII.7.2 Superoxido dismutasa (SOD)
Fundamento

Se basa en una reaccion cinética enzimatica, en la que la reaccion entre la xantina y
la xantina oxidasa para generar radicales superéxidos, estos reaccionan con sales de
p-iodonitrotetrazolio para producir colorante rojo formazan. La SOD presente compite
con el INT por los radicales superéxidos y por tanto inhibe la produccién de colorante

formazan.
Procedimiento

Se tomo 250 uL de sangre total de la muestra. Se lavaron los eritrocitos 3 veces con
2 mL de solucién salina al 0.9% centrifugando durante 10 min a 3000 rpm después de
cada lavado. Al boton de eritrocitos lavados se adiciono 1 mL de agua bidestilada fria,
se mezcld y se dejo reposar durante 15 min a 4°C. De lisado se tom6 50 uL y se

diluyeron con 0.95 mL de tampén fosfato 0.01 mmol/L pH 7.0.
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Posteriormente se pipeteo 6 uL de la muestra diluida y se coloco en un bafio a 37° C,
se le adicionaron 200 uL de sustrato mixto previamente colocado en el bafio a 37 °
(xantina 0.05 mmol/L, INT 0.024 mmol/L). Se agrego 30 uL de xantin oxidasa a 37 °C
(Xantin oxidasa 0.94 mmol/L) y simultdneamente se dispard el cronémetro. Se mezclo
y se registré la absorbancia Al al cabo de 30 segundos, se leyo la absorbancia final
A2 transcurridos 3 min mas. Se calculo el delta y se dividié entre 3 para obtener la
absorbancia por minuto. Para el blanco se utiliz6 30 uL de buffer de fosfato. Se
determino el porcentaje de inhibicion y la actividad de la enzima.

Porcentaje de inhibicion= 100-((Delta/min muestra x 100) /Delta/min blanco))
Actividad de la enzima= (1.21+(0.01 x %de inhibicion)) x 100

VII.7.3 Glutation peroxidasa

Fundamento

En la determinacion de glutation peroxidasa se utilizé una técnica basada en el método
de Plagia y Valentine, se fundamenta en que el glutation peroxidasa cataliza la
oxidacion del glutation por el hidroperoxido de cumeno, el glutation oxidado en
presencia de glutation reductasa y NADPH es convertido en su forma reducida, se

realiza la medicion de la absorbancia para determinar su concentracion.
Procedimiento

Se diluyo 25 uL de sangre entera heparinizada en 500 uL de solucién diluyente,
preparada siguiendo las instrucciones del proveedor. Se incubo durante 5 min para
posteriormente afiadir 1 mL de reactivo de Drabkin a doble concentracién. Una vez
agregado el Drabkin las muestras deben ser analizadas en los siguientes 20 min. Se
colocaron 4 mL de la muestra diluida en un bafio de agua a 37° C, se le agrego 200
uL de reactivo de trabajo (glutation 4 mmol/L, glutation reductasa = 0.5 U/L y NADPH
0.34 mmol/L). Al tubo se le agrego 8 uL del reactivo de cumeno (hidroperéxido de
cumeno 0.18 mmol/L) perfectamente agitado y colocado a 37°. Se cronometro y se
registro la absorbancia Al transcurrido un minuto, A2 transcurridos dos minutos y A3

a los tres minutos. Se midieron 20 uL de agua como blancos. Se calculo los deltas de
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muestras y blancos, se restaron los deltas de los blancos a las muestras, se
multiplicaron por 8412 para ajuste de unidades y por 41 que es el factor de dilucién,

con esto se obtuvo la actividad de la enzima.
VII.7.4. Capacidad antioxidante total (CAT)
Fundamento

En la determinacion de capacidad antioxidante total se empled una técnica en la que
se combinan la peroxidasa con peroxido de hidrogeno y ABTS (2,2-azido -di
etilbenzotiazolin sulfonato) para dar como resultado la formacién del radical catién
ABTS-. Este radical presenta coloracion verde, la presencia de antioxidantes en la
muestra produce supresion de esta coloracion, siendo proporcional a la concentracion

de antioxidantes.
Procedimiento

Se pipeteo 4 uL de plasma en un tubo y se coloco en un bafio a 37 ° C, se adiciono
200 uL de cromogeno y se mezcld. Se obtuvo la absorbancia inicial A1l. Se adiciono
40 uL del sustrato, se mezcld y se registro la absorbancia A2 a cabo de tres minutos.
Como blanco se emple6 20 uL de agua, se midieron 20 uL de estandar y se le dio el
mismo tratamiento. Se calculo el delta de absorbancia, blanco y estandar. El factor se
obtuvo al dividir la concentracion del estandar sobre la resta de delta blanco menos
delta del estandar. La concentracion de antioxidantes en mmol/L se obtuvo al
multiplicar el factor por la diferencia de delta blanco menos delta de la muestra.

Factor= (concentracion del estdndar/ (Delta del blanco-Delta de la muestra))

CAT mmol/L= Factor x (Delta del blanco-Delta de la muestra)

VII.8. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados a través de estadistica descriptiva frecuencias y

porcentajes, valores promedio y desviacion estandar (DE), como prueba de
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comparacion se empled x?y t Student con un nivel de confianza del 95%, utilizando el
paquete estadistico SPSS V.15.0.

VIll. RESULTADOS

Al realizar la evaluacion de insomnio con la escala de Atenas, se obtuvo en la
poblacion de estudio que el promedio de puntuacion en individuos con insomnio fue
de 12.39 + 3.8 y sin insomnio de 3.07 + 2.0, estos valores son estadisticamente
significativos (p=0.001)

Cuadro VIII. PUNTAJE DE LA ESCALA ATENAS DE INSOMNIO

PromediotDE Valor de p*
Insomnio
Presente 12.39 £ 3.8 0.0001
Ausente 3.07+20

* t de Student

De acuerdo al cuadro VI.2 se determind en la poblacion de estudio que de los 107
adultos mayores a los que se les aplico la escala de Atenas, 61 individuos presentaron
insomnio obteniendo un puntaje mayor de 8 en dicha escala. Este valor representa el

57% de los adultos mayores que participaron en el estudio.

Cuadro V1.2 PREVALENCIA DE INSOMNIO EN LA POBLACION DE ESTUDIO

Muestra
total n (%)

Insomnio
Presente 61(57)
Ausente 46(43)
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Se determino las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion, en las que se
mostré que no habia diferencia significativa entre el insomnio y el sexo, edad, estado

civil, comorbilidades y el nivel de estudio (p<0.05).

Cuadro VI.3 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DE LA
POBLACION DE ESTUDIO

Insomnio insomnio
n (%) n(%)
Sexo
Homb 10 (53) 9 (47) 0.34
re 36 (41) 52
Mui
ujer (59)
Edad
65 afios y mas 72.57+6.5 71.9248.0 0.65
Estado civil
Sin 26 (42) 36 (58) 0.79
pareja
Con 20 (44) 25 (56)
pareja

Comorbilidades

DM vs HTA 17 (46) 20 (54) 0.10
DM vs DM + 19 (35) 35 (65) 0.65
HTA vs DM +

HTA 6 (30) 14 (70) 0.19

Nivel de estudios

Bésica 23 (37) 39

. 63
Media 10 (44) (63) 0.20
superior
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13 (59) 13
(56)

9 (41)

*Chi Cuadrada

Al comparar las medias en los niveles de los marcadores de estrés oxidativo entre
grupos se determind que en cuanto a los marcadores anti oxidantes, no hubo
diferencia significativa en los niveles de la capacidad antioxidante total, superoxidasa
dismutasa y glutation peroxidasa. En cuanto los niveles de lipoperoxidos, que es
marcador pro oxidante, se observd una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).

Cuadro 4. VALORES PROMEDIO DE LOS MARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO EN ADULTOS MAYORES CON Y SIN INSOMNIO

Sin insomnio Con insomnio
Variable
n=63 n=44
Lipoperéxidos (umol/L) 0.28+0.03 0.44+0.07*
Capacidad antioxidante total (mmol/L) 1.05+0.26 1.09+0.24
Superéxido dismutasa (U/L) 181+9.9 184+33.6
Glutatién peroxidasa (U/L) 10467+4373 9933+4973

Prueba t Student, *p<0.05
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IX.DISCUSION

En este estudio se obtuvo una elevada prevalencia de insomnio en los adultos
mayores, siendo el 57 % de la poblacién en presentar un puntaje mayor o igual a 8 en
la escala de Atenas. Esto se atribuye a diferentes causas que provocan en esta
poblacién una alteracion en el suefio. En la investigacion de Patel D. (2018)%°, se
sefala los factores que propician el insomnio en la vejez y por los que se explica el
aumento de este padecimiento en los adultos mayores. Los factores predisponentes
comprenden caracteristicas individuales de tipo genético, fisiolégico, psicologico y
social que hacen gue algunas personas tengan mayor propension a sufrir insomnio,
tales como la viudez, jubilacién y actividad fisica reducida. Factores precipitantes que
son etapas que generan un alto estrés en la vida o condiciones médicas que pueden
interrumpir el suefio, tales como enfermedades como reflujo, apnea del suefio,
sindrome de piernas inquietas, e incluso alguna medicacion que es frecuente en la
vejez. Por ultimo, los factores perpetuantes que consisten en cambios cognitivos o de
comportamiento que surgen como resultado del insomnio agudo, manteniendo la
dificultad para iniciar el suefio, desarrollando pensamientos negativos alrededor del

suefio, una ansiedad anticipatoria, o comportamientos que impiden el dormir. ©°

La prevalencia de insomnio en las personas de la tercera edad en México ha sido
reportada en escasas investigaciones. Tal es el caso del estudio de Téllez A. (2016)°*,
gue evalu6 el insomnio de dicha poblacién en la Ciudad de Monterrey, donde se
encontré una prevalencia menor a la de este estudio (24%). En la publicacién de
Jiménez A. (2017)% se estudi6 trastornos de suefio en la Ciudad de México en la
poblacion general, encontrando que el insomnio es el trastorno mas comun (39.7%) y
gue incrementa con la edad. Comparando los hallazgos con resultados de otros
paises, se asemejan a los obtenidos en Madrid Espafia Pardo-Crego C. (2017) 63
donde se encontré una prevalencia de 46% de insomnio en un grupo de estudio de

personas mayores a 65 afios.
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En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo, se obtuvo que los niveles de
lipoperoxidacién estaban aumentados en el grupo de estudio de adultos mayores con
insomnio, esta diferencia fue estadisticamente significativa comparada con los
individuos que no padecian insomnio (p<0.05). El valor promedio de lipoperoxidos fue
de 0.44+0.07 pmol/L en los individuos con insomnio. Este valor elevado se asemeja
al obtenido en la investigaciéon de Gulec M (2012)%, donde la concentracién de
malondialdehido fue de igual manera significativamente més elevada en el grupo que

padecia insomnio.

La concentracion de lipoperoxidos en los adultos mayores con insomnio sobrepaso el
limite superior de los valores de referencia, siendo un valor normal un nivel de
lipoperéxidos menor a 0.320 pmol/L. En cuanto al grupo sin insomnio, el valor medio
estuvo dentro del rango normal obteniéndose una media de 0.28+0.03 umol/L. El valor
elevado de malondialdehido en individuos con insomnio, indica que existe estrés
oxidativo. En el articulo de Del Rio D. (2005)%, se menciona que, de los muchos
objetivos biolégicos del estrés oxidativo, los lipidos son las biomoléculas mas
involucradas. El malondialdehido es el principal producto de la peroxidacion de acidos
grasos poliinsaturados y es considerado como una molécula altamente toxica y
mutagénica con capacidad de interactuar con ADN y proteinas. Existe evidencia
muestra que el malondialdehido puede modificar los residuos de aminoacidos y formar
aductos estables que provocan dafio a las proteinas. También pueden formar aductos
covalentes con acidos nucleicos y lipidos de membrana. Se ha demostrado que la
malondialdehido est& implicado en enfermedades neurodegenerativas relacionadas
con la edad. 64

La concentracién de los marcadores antioxidantes entre ambos grupos de estudio no
tuvo una diferencia estadisticamente significativa. Estos hallazgos pueden indicar que,
aunque se evidencio un mayor estrés oxidativo en los individuos con insomnio, el
sistema antioxidante no mostro una respuesta que equilibrara los niveles elevados de

lipoperéxidos.
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Los hallazgos de este estudio sugieren que hay un aumento de estrés oxidativo en el
grupo de adultos mayores con insomnio. Existen diversas investigaciones que
explican los efectos del estrés oxidativo en el organismo, entre ellas esta la de Miller
M. (2018)% en la cual se hace mencién a los efectos negativos a nivel cerebral, en
este estudio se explica que el cerebro es susceptible a sus efectos debido a su alta
demanda metabdlica y a la densa composicion de células lipidicas susceptibles a la
oxidacion, esto provoca alteraciones de la barrera hematoencefalica, patrones
alterados de crecimiento neuronal y cambios en la morfologia cerebral. De la misma
manera la investigacién de Bishir M (2020)% sefiala que el suefio tiene un rol
importante en el mantenimiento de los circuitos neuronales, la sefializacién, ayuda a
mantener la salud, el bienestar en general y que la privacion del suefio altera la
fisiologia circadiana, por lo que ejerce un impacto negativo en las funciones cerebrales

y conductuales.

Los efectos negativos del estrés oxidativo en el organismo han sido investigados y se
ha establecido el vinculo entre este y el desarrollo de diversas patologias. Se ha
encontrado que el estrés oxidativo puede provocar un aumento en la inflamacién, esto
ocasiona que se produzcan mas radicales libres que causan un nivel mayor de estrés
oxidativo, creando un ciclo. Las ROS contribuyen a la produccién de citocinas
proinflamatorias IL-1(3, IL-6 y TNF-a. La inflamacion que perdura por mucho tiempo
causada por el estrés oxidativo puede provocar el desarrollo de varias patologias,

como artritis, enfermedades cardiacas y diabetes. ¢’

En este sentido, existe evidencia en la literatura que en la privacién de suefio existe
el incremento de moléculas involucradas en inflamacion. En estas investigaciones se
menciona que cuando existe una privacion de suefio que es constante, provoca un
aumento en la formacién de factor de necrosis tumoral (TNF), proteina C reactiva
(PCR), IL-6, e IL-1P. Estas moléculas se ven involucradas en la activacion de NF-kB,
gue es pieza clave en la iniciacion de la cascada de sefalizacion en la respuesta
inflamatoria. El insomnio, probablemente al aumentar los efectos en la inflamacion,
puede asociarse a desarrollar padecimientos que implican patologias inflamatorias

cronicas. %8
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De acuerdo a Zuo L. (2019) ®° el estrés oxidativo esta relacionado en el desarrollo de
padecimientos debido a que es un componente clave en la patogenia de la inflamacién
cronica ya que conduce a la activacion de vias proinflamatorias en el cuerpo, que
contribuyen a la patogenia de muchas enfermedades relacionadas con la edad. Esto
coincide con lo reportado en la investigacion de Henry J. el cual sefiala que el vinculo
de enfermedad y estrés oxidativo se puede explicar por dos mecanismos, el primero
por el ataque directo de las especies reactivas de oxigeno a biomoléculas y el segundo
mecanismo por la via de sefalizacion que activa a produccion de citocinas

inflamatorias . 6°

Entre las enfermedades vinculadas a un aumento de estrés oxidativo en la vejez se
menciona en la literatura a la ateroesclerosis. Se ha reportado que el estrés oxidativo
es responsable de la conversion del colesterol LDL en la forma aterogénica de LDL
oxidada (OxLDL), que tiene un papel crucial en el inicio y la promocion de la respuesta
inflamatoria y la acumulacién de leucocitos en el sitio de la lesion, y contribuye al

desarrollo de la aterosclerosis. 70

En las enfermedades neurodegenerativas de igual manera se ha investigado su
patogénesis y su asociacion con el estrés oxidativo. En el documento de Zuo L 2019
se sefiala que la edad avanzada se considera un factor de riesgo significativo de
disfuncién cognitiva y patologias neurodegenerativas, como la enfermedad Alzheimer
y de Parkinson . A medida que las personas de edad, hay un aumento significativo en
el estrés oxidativo dentro del sistema nervioso, lo que lleva a una capacidad
regenerativa reducida y una disminucion funcional de los nervios. Si a esto se le suma
el estrés oxidativo aumentado por el insomnio, los efectos en el sistema nervioso se
hacen mas marcado. El mecanismo que explica el dafio a este sistema se vincula con
la inflamacion. Se ha encontrado que en la vejez existe un nivel aumentado de
citocinas, asi como infiltracion de macroéfagos, esto contribuye a reducir la capacidad

regenerativa de los nervios envejecidos. ©°
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En la investigacion de Diaz-Hung ML (2013)’* se indaga mas a fondo el mecanismo
por el cual el estrés oxidativo tiene un efecto negativo a nivel cerebral. Explica que la
composicién bioguimica neuronal es principalmente susceptible a ROS, ya que implica
un grupo de lipidos insaturados, los cuales son labiles a la peroxidacion y la
modificacion oxidativa, asi mismo, se menciona que el cerebro es mas bajo en la

actividad antioxidante en comparacion con otros tejidos.

Otras enfermedades involucradas con un aumento marcado de estrés oxidativo son
diabetes y cancer. En la diabetes el estrés oxidativo desempefia un papel fundamental
en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes, tanto microvascular como

cardiovascular. 72

En cuanto al cancer se ha establecido una asociacion con el estrés oxidativo en la
vejez. Existen diversos estudios han probado la relacion directa entre la inflamacion
cronica y la carcinogénesis. Los principales efectores quimicos de estos efectos de la
respuesta inflamatoria son especies de radicales libres derivados del estrés oxidativo.
En particular, las ROSy las citocinas inflamatorias, como el TNFa, las cuales propician
la formacién del factor de transcripcion NFkB, que provoca la expresion de genes
relacionados con la proliferacion celular, muerte celular y la carcinogénesis. El
potencial mutagénico y carcinogénico de las ROS se debe a su capacidad de
reaccionar con el ADN y modificarlo quimicamente. En particular, los dafios en el ADN
inducidos por ROS pueden provocar una detencion transcripcional o errores de
induccidn, replicacion, o inestabilidad gendmica, todos ellos asociados con la

carcinogénesis. '3

Para poder compensar el dafio oxidativo el organismo responde con un sistema
antioxidante. En este estudio no se mostré6 un aumento en los marcadores
antioxidantes en el grupo de personas de la tercera edad que padecian insomnio, por
lo que se sugiere que el insomnio interfiere en la capacidad del organismo para poder
reparar los dafios del estrés oxidativo durante el suefio. En la revision de Acosta E.
se sefiala que una de los objetivos sugeridos para el dormir es su efecto antioxidante
en el cerebro, lo cual atribuye una proteccién y restitucion cerebral frente a el desgaste

que es producido en la vigilia. 3°
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta que el suefio es un proceso fisiolégico en el cual una de sus
funciones es llevar a cabo la reparacién del organismo para contrarrestar la oxidacion
celular causada por los radicales libres, se espera que al determinar los marcadores
de estrés oxidativo en los adultos mayores que padecen insomnio se muestre un
aumento significativo del estrés oxidativo en comparacién con los adultos mayores

gue no padecen insomnio.
X. CONCLUSIONES

e Se obtuvo una mayor concentracion en los niveles de lipoperoxidos en el grupo
de individuos con insomnio, por lo que se sugiere que el insomnio afecta en

forma significativa los niveles de estrés oxidativo en adultos mayores.

e La concentracion de las enzimas antioxidantes se mantuvo sin diferencia entre
los grupos de adultos mayores con insomnio y sin insomnio. Por lo que se
podria aseverar que no hubo una respuesta que compensara el aumento del

estrés oxidativo.
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