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“Estar preparado es importante, saber esperar lo es adn mas, pero
aprovechar el momento adecuado es la clave de la vida”.

Arthur Schnitzler

“Casi todos los aspectos de la vida se organizan en el nivel molecular, y si
no entendemos las moléculas nuestra comprension de la vida misma sera

muy incompleta”.

Francis Crick
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I. Resumen

Introduccidén: El estrés oxidativo (EOx) es un estado donde la célula se encuentra
alterada por el desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes, a favor de los primeros
causando dafio en las biomoléculas. Actualmente se ha observado que el ejercicio
puede causar tanto efectos benéficos como dafiinos, dependiendo de la intensidad; si es
agotador aumenta la produccion de radicales libres (RL), mientras que si es moderado
hay una reduccion de los mismos y una mejor capacidad de reparaciéon de las células
debido al mecanismo de hormesis. En este sentido, existen pocos estudios sobre el
tema, de ahi que se evalud la capacidad de adaptacion de los jovenes vs. adultos
mayores expuestos a un ejercicio moderado y exhaustivo.

Objetivo: Determinar el efecto del ejercicio fisico exhaustivo (EFE) y moderado (EFM)
sobre el dafio oxidativo y capacidad de reparacion del ADN en jovenes vs. adultos
mayores sanos.

Material y método: Se llevd a cabo un estudio cuasi-experimental, con una poblacion
de 23 jovenes entre 18 a 25 afios y 26 adultos mayores entre 60 a 69 afios todos
clinicamente sanos. Los seleccionados se expusieron a una caminata (EFE) de 5 Km o
90 min, de estos sujetos algunos fueron sometidos a un programa de caminata (EFM)
de 1h diaria durante 5 dias a la semana por 6 mese. A todos se les realizaron pruebas
bioguimicas de rutina y se utilizé la técnica de electroforesis unicelular alcalina para
cuantificar el dafio al ADN. Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa
estadistico SPSS version 15.0, se calcularon medidas descriptivas (media e intervalo de
confianza), como pruebas de comparacion t pareada, U-Mann Whitney y Wilcoxon con
una p<0.05 como significancia estadistica.

Resultados: Los resultados obtenidos mostraron que tanto en los jovenes como en los
adultos mayores el dafio al ADN es semejante antes de la exposicion al EFE; dos horas
después del EFE hay una disminucién significativa de dafio al ADN en los adultos
mayores con respecto a los jévenes. Mientras que a las 24 horas en ambos grupos hay
un aumento en el dafio al ADN, siendo mayor en lo jovenes mostrando una diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con los adultos mayores. En la cinética de
reparacion hay una mayor reparacion del ADN en los jévenes comparado con los
adultos mayores. Con respecto al grupo con intervencion de 6 meses de EFM se
observa una disminucién en el dafio al ADN, en comparacion con la basal
principalmente en el grupo de los adultos mayores y es estadisticamente significativo.
En la cinética de reparacion se observdé una mejoria en ambos grupos después del
entrenamiento de 6 meses siendo mas eficiente en los adultos mayores. En nuestros
resultados se observa que cuando se entrenan a los organismos antes de ser sometidos
a un efecto estresor, su sistema ya se encuentra adaptado por lo que puede enfrentarse
a la situacion estresante y presentan un menor dafio oxidativo al ADN asi como una
mejor capacidad de reparacion del mismo.

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que la exposicion a EFE aumenta el dafio
oxidativo al ADN tanto en jévenes como en ancianos, mostrando una capacidad de
reparacion del ADN significativamente mayor en los jovenes con respecto a los adultos
mayores. Nuestros hallazgos sugieren que la capacidad de reparacion del dafio al ADN
de los adultos mayores es significativamente més eficiente que la de los jévenes ante la
practica de EFM por seis meses, debido al mecanismo adaptativo de hormesis
vinculado con el envejecimiento exitoso.

1]
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Il. Introduccion

En la actualidad la importancia de lograr un envejecimiento activo para gozar
de bienestar, salud y buena calidad de vida de los adultos mayores ha tenido
gran auge, tomando en cuenta que éste es un proceso multifactorial,
caracterizado por el desequilibrio homeostatico debido a los cambios
morfoldgicos, fisiolégico, bioquimicos y psicoldgicos, que se ve compensado
por el sindrome de adaptacion general o sindrome de estrés, al que se
enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo en un ambiente

determinado.

En este sentido, el estrés oxidativo (EOx), es el desequilibrio biogquimico
entre las especies oxidantes o radicales libres (RL) y los antioxidantes,
provocando dafio a biomoléculas (lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos). Dado que el acido desoxirribonucleico (ADN) juega un papel
central e importante en la herencia genética, ha tomado relevancia el dafio
oxidativo que presenta, principalmente en relacién con el envejecimiento y el

cancer, asi como en problemas neuroldgicos.

Por otro lado, la actividad fisica repercute tanto en la esfera biomédica,
psicolégica, social como funcional, no existiendo una edad en que las
personas dejen de responder al estimulo del entrenamiento, pues los adultos
mayores demuestran aumentos porcentuales en sus niveles de forma fisica
similares a los jovenes. De ahi que se ha propuesto que la practica del

ejercicio fisico moderado reduce el dafio oxidativo a las biomoléculas.

Numerosos articulos cientificos reconocen a la hormesis como el mecanismo
responsable de los efectos beneficiosos de una variedad de estilos de vida y
factores ambientales. Se sabe que el ejercicio fisico incrementa la resistencia

del mdsculo esquelético y el sistema cardiovascular al dafio y las

2|
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enfermedades. Sin embargo, el ejercicio moderado practicado de manera

regular beneficia otros tejidos, incluido el sistema nervioso y el digestivo.

Al respecto y debido a los escasos estudios sobre el tema, se presenta el
siguiente trabajo para evaluar el efecto de la exposicidon al ejercicio fisico
exhaustivo (EFE) y moderado (EFM) sobre el dafio al ADN y su capacidad de

reparacion en jovenes comparado con adultos mayores sanos.
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[1l. Marco tedrico

lll.1 Estrés, homeostasis y alostasis

Los sistemas neuroendocrino, nervioso autonomo e inmunolégico son
mediadores de la adaptacion de los factores que nos rodean en la vida
cotidiana, lo que Hans Selye en 1936 describe como el sindrome de
adaptacién general o sindrome de estrés. Al respecto, el término estrés lo
defini6 como la respuesta no especifica del organismo a cualquier demanda

del exterior, el cual es una amenaza para la homeostasis.*®

La homeostasis por otra parte, es la estabilidad de los sistemas fisiol6gicos
para mantener la vida, que se utiliza para un numero limitado de sistemas
tales como el regulador de pH, la temperatura corporal, los niveles de

glucosa y la tensién de oxigeno.*®

El estrés continuo es causante de una desestabilizacién de la homeostasis lo
gue trae como consecuencia que se genere alostasis y carga alostatica.
Sterling y Eyer 1988 desarrollaron el concepto de alostasis que se refiere a
los procesos integrativos y adaptativos necesarios para mantener la
estabilidad total del organismo y éste es un proceso que apoya la
homeostasis promoviendo la adaptacién del organismo a corto plazo.*®

Los sistemas alostaticos permiten responder al estrés psiquico o fisico,
interno o externo, activando el sistema nervioso autbnomo, el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (HHA), el sistema cardiovascular, el metabolismo y el
sistema inmunitario. Durante una situacion se genera un aprendizaje
cognitivo, que se condiciona en cada individuo por sus experiencias, lo que
provoca que el cerebro haga una evaluacion con activacién de los sistemas
alostaticos y de diferentes mediadores biolégicos, que proporcionaran una

respuesta neuroinmunoendocrina.*®
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Los mediadores bioldgicos de estas respuestas son los glucocorticoides, las
catecolomanias, los amino&cidos excitatorios, las citocinas, el acido gamma-
aminobutirico (GABA), el sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S), etc.
Estas respuestas preparan al organismo para permitir la alostasis a efectos

de llevarnos a la adaptacién ante situaciones de estrés.>*®

Cada uno de los procesos de adaptacion, ya sea psicosocial o fisico, tienen
un efecto en el organismo, que se conoce como carga alostatica y se refiere
al precio que el tejido u 6rgano paga por una respuesta alostatica hiperactiva
o ineficiente, debe de estar encendido y apagado después de la situacion de
estrés que se haya presentado; por lo cual lleva a un desgaste de los
sistemas alostaticos y a largo plazo es causante de patologias tanto
organicas como psiquicas. *°

Al respecto, Bruce McEwen propone cuatro tipos de carga alostética (Fig.
11.1):

Respuesta prolongada: donde el individuo permanece en una situacion de

estrés, en la que no alcanza a recuperarse y tiene que afrontar una nueva

situacion.

Situaciones repetidas: el individuo no logra adaptarse a factores estresores

del mismo tipo que se repiten en el tiempo.

Falta de adaptacion: el individuo es incapaz de reprimir las respuestas

alostaticas una vez finalizado el estrés.

Respuesta inadecuada: cuando el sistema no responde adecuadamente al
9-11

estimulo estresante y la actividad de otros sistemas aumenta.
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Fig. lll.1 Graficas de los cuatro tipos de carga alostatica. Tomado de McEwen (2002)9

Para realizar la evaluacion de la carga alostética es necesario distinguir entre
los mediadores primarios que permiten observar los estados alostaticos y los
resultados secundarios o consecuencia de las acciones de los mediadores.
De la combinaciébn de estos mediadores se determiné que algunos
marcadores Utiles para evaluar la carga alostatica son: la presion arterial
sistdlica y diastolica (actividad cardiovascular), medida de la cintura-cadera
(indice de los niveles crénicos del metabolismo y la deposicién del tejido
adiposo), HDL sérico (del inglés High Density Lipoprotein) y el colesterol total

6]
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(en relacién con el desarrollo de la arterosclerosis), niveles plasmaticos de
hemoglobina glicosilada, DHEA-S sérica (funcion de eje HHA) , glucosa en
ayunas, insulina, creatinina y proteina C reactiva, durante la noche excrecion
de cortisol urinario y norepinefrina urinaria, asi como la excrecién de los
niveles de epinefrina.***!

La carga alostatica se ha relacionado con enfermedades agudas y cronicas;
en los dltimos afios se ha incrementado el interés en este tema, ya que se
asocia con la edad en la disminucion del estado de salud y el nivel de
funcionamiento del organismo. Diversos estudios han demostrado que el
aumento de la carga alostatica en jovenes es proporcional a la acumulacion
de factores de riesgos, Gary Evans clasificé por edades estos factores. A los
9 afios se relaciona con aglomeraciéon, problemas en casa, ruido, la
separaciéon de padres, violencia, el abandono materno; a los 13 afios se le
suma la interaccion entre las adversidades y la respuesta baja maternal; a
los 17 aflos una larga pobreza que se relaciona con problemas de memoria
asi como la baja educacion de los padres. Por lo que los adolescentes con
antecedentes de diferentes trastornos representan un elevacion en su carga
alostatica comparandolo con adolescentes no expuestos y esto se pueden

llegar a observar en el proceso de envejecimiento. 10113

Las nuevas situaciones a las que el individuo se enfrenta, generan una
evaluacidon cognitiva que estara condicionada a los factores genéticos asi
como a sus experiencias durante el desarrollo; esto nos da la diferencia
interindividual de respuesta que el cerebro traduce a una evaluacién con la
activacion de los sistemas alostaticos y de diferentes mediadores, que
producirdn una respuesta. Los mediadores de alostasis como son los
glucocorticodes, DHEA, las catecolaminas, citocinas; tienen muchos efectos
en varios sistemas del cuerpo, por lo que su produccidon y accién se
encuentran interconectadas. Ademas junto con otras hormonas y mediadores

de los tejidos, confieren al cuerpo una considerable capacidad de resistencia

71
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frente al estrés crénico; por lo que al estar en una situacién de estrés el
organismo busca la manera de adaptarse, en este sentido se ha observado

que el gasto de éste es menor en adolescentes que en los adultos.****

l1l.2 Envejecimiento

El envejecimiento se define como un proceso gradual y adaptativo,
caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostatica,
debida a las modificaciones morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y
psicologicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste
acumulado antes los reto que enfrenta el organismo a lo largo de la historia

del individuo en un ambiente determinado.*®

La tendencia y niveles de la mortalidad son diferentes para cada grupo de
edad, el Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO) realizé un estudio para
detectar las principales causas de mortalidad en México; se conformaron
siete intervalos de edades que estan relacionados con las etapas del ciclo
vital humano: 1) poblacién infantil (menores de un afio), 2) preescolares (1 a
4 anos), 3) escolares (5 a 14 afios), 4) adolescente y jévenes (15 a 24 afios),
5) adultos jovenes (25 a 44 afos), 6) adultos maduros (45 a 64 afos) y 7)

adultos mayores (65 o0 méas).*®

En este estudio se observd que las principales causas de muerte en 2007
para los adultos mayores fueron las cardiovasculares, los tumores malignos,

diabetes mellitus, enfermedades respiratorias crénicas y las digestivas.*®

Asi mismo, la esperanza de vida en México se duplicé durante la segunda
mitad del siglo XX, al pasar de 36 afios en 1950 a 74 afios en 2000, por lo
cual se espera que en las proximas décadas continle su incremento.
CONAPO realiz6 estudios y proyecciones de la poblacibn en México del
2005-2050 sefala que la poblacion de los adultos mayores (65 afios 0 mas)
abarcaran cada vez mayores proporciones de la poblacién total: la
concentracion aumenté de 5.2% en 2005 a 5.9% en 2010 y se cree que

8]
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aumentara 21.2% en 2050. Tomando en cuenta que por consenso
internacional, se ha catalogado como ancianos a los mayores de 60 afios en
los paises en subdesarrollo y a los mayores de 65 afios en los desarrollados.
Por lo anterior, es cierto que los cambios en la mortalidad han repercutido en
el aumento de la esperanza de vida, por lo que es importante que este
tiempo se viva con una adecuada calidad de vida, se debe minimizar los
efectos de las enfermedades para mantener una funcionalidad tanto fisica
como mental; a través de la implementaciéon de programas de salud,

modificar los patrones alimenticios y la actividad fisica.***®

l11.2.1 Teorias del envejecimiento

Se han propuesto varias teorias sobre el envejecimiento a lo largo de la
historia, observando que este proceso es multifactorial, por lo que las

diferentes teorfas no son mutuamente excluyentes. **%°

Estas teorias se clasifican en dos grupos:

» Teorias estocasticas o0 ambientales: conjunta los fendémenos que
comportan una serie de variables que hacen que sea producto del azar,
debido a la exposicion de factores exdgenos adversos.

«+ Teoria genética. Propone que el envejecimiento es debido a
factores relacionados con el genoma de la célula y esta se puede
agrupar en tres tendencias: 1) teoria de la regulacién génica, la
cual nos explica que el envejecimiento celular tendra una relacién
directa con el desequilibrio de los factores que permiten el
mantenimiento de la fase de reproduccion; 2) teoria de la
diferenciacién terminal, postula que el envejecimiento celular
también se debe a una serie de modificaciones en la expresion
genética, pero que comportan un diferenciacion terminal de las

células y la 3) teoria de la inestabilidad del genoma, donde la

9]

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Garcia Discua Gie Bele

inestabilidad se da tanto a nivel de ADN y afecta la expresiéon de

los genes sobre el ARN (4cido ribonucleico) y las proteinas.?**

«+ Teoria de la mutacion somatica. Establece que el envejecimiento
ocurre como un resultado de la acumulacion de mutaciones en el
ADN nuclear de las células somaticas, estas lesiones en el ADN
serfa fundamental al nivel mitocondrial. %%

«+ Teoria del error-catastrofe. Postula que existen errores en los
mecanismos de sintesis de proteinas, consecuentemente la
transferencia de informacion del ADN al ARN no ocurre de manera
adecuada.®

«+ Teoria de las uniones cruzadas de estructuras celulares. Sugiere
gue la formacién de enlaces moleculares entre proteinas o
cadenas de acidos nucleicos, aumenta con la edad como efecto
de la accion de RL formados en los procesos metabdlicos

normales.?

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

un organismo a lo largo de su vida. %

«+ Teoria de la acumulacién de productos de desecho. Sheldrak
propuso que el envejecimiento celular se puede explicar en
términos de la acumulacion de la ruptura de productos
citoplasmaticos, algunos de los cuales puede ser perjudiciales
para la célula.?*?

«+ Teoria de los RL. En 1956 Harman propuso la teoria de los RL,

gue es la mas aceptada sobre el envejecimiento; la cual postula
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gue este fendmeno es producto de los efectos nocivos causados a
los tejidos por reacciéon de los RL, que son asociados con el medio
ambiente y con un proceso intrinseco; producidos estos radicales
durante la respiracion aerobia causando que haya una
acumulacién del dafio oxidativo que resulta en una pérdida
gradual de los mecanismos homeostaticos, en la pérdida funcional
de la célula, interferencia de patrones de expresion genética.
Estas alteraciones se encuentran implicadas en el envejecimiento,
en enfermedades degenerativas como son la arteriosclerosis,
Alzheimer, enfermedades autoinmunes, amiloidosis, etc. y a la

muerte. 2°2°

> Teorias no estocasticas o deterministas: son las basadas en mecanismos

genéticos.

+ Teoria de la capacidad replicativa finita de las células. Hayflick y
Moorhead describieron que los fibroblastos humanos normales
tienen una capacidad limitada de replicacion cuando se cultivan in
vitro. La base tedrica reside en que el envejecimiento de un
organismo puede ser considerado como la suma del

envejecimiento de sus células individuales. %24

«+ Teoria neuroendocrina. Se dan cambios morfoldgicos, los cuales
provocan cambios de nivel endocrino, causando el

envejecimiento.?

«+ Teorias evolutivas. Al ser el envejecimiento comun en las especies
animales, se ha intentado explicar la causa y su proceso con tres
teorias: 1) Teoria del envejecimiento como un proceso de
adaptacion, 2) Teoria de las mutaciones tardias y 3) Teoria del

soma desechable.?*%
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[11.3 Radicales libres

Tomando en cuenta la teoria de Harman, RL son aquellas especies quimicas
gue en su estructura quimica presentan un electrén desapareado o impar en
el orbital exterior, dandole una configuracibn que genera una gran
inestabilidad. Se producen por diferentes mecanismos como son la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transportes de electrones a nivel
microsomal y en los cloroplastos, asi como las reacciones de oxidacion, por
lo que producen dafio celular (oxidativo) al reaccionar de forma rapida con

algunas biomoléculas. ?’

Estos cumplen una importante funcion en varios procesos homeostéaticos
como intermediarios en reacciones de oxidacion-reduccion (Redox)
esenciales en la vida con el propésito de lograr una configuracidon
electroquimica estable; asi como en la destruccion de microorganismos por
fagocitosis; la sintesis de colageno, prostaglandinas; activa enzimas de la
membrana celular, disminuye la sintesis de catecolaminas, modifica la

biomembrana y favorece la quimiotaxis.?” %3

Existen dos tipos principales de RL: especies reactivas del oxigeno (ERQO’s) y
especies reactivas de nitrogeno (ERN'’s).

Los radicales derivados del oxigenos son la clase mas importante de

radicales generados en los sistemas vivos, se producen principalmente con

el 1 al 5% del oxigeno que consumimos como un subproducto del

metabolismos aerdbico en la mitocondria, causando dafio oxidativo a las
29-31.

células y tejidos™"; pero dentro de ciertos limites, son esenciales para

mantener la homeostasis.

+le™ +1le” +2H +le™ + 1le +2H

02 05_ HZ 02 —)OH.+ OH_ _— 2H20
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Radical anién superéxido (O;")

Se forma a partir de una molécula de oxigeno en presencia de suficiente
energia que le haga adquirir un electron; esta especie es producida por un
gran namero de enzimas, por reaccion de auto-oxidaciéon y por transferencia
no enzimatica de electrones provenientes de la reduccion molecular del
oxigeno. El O, formado in vivo, tiene un tiempo de vida media del orden de
milisegundos, su reactividad es débil, pero puede penetrar las membranas
biolégicas y causar dafios a blancos especificos.*

0,+ e+ H" - HO; - 0, + H*

Radical hidroxilo (OH")
Es el radical mas reactivo encontrado en los sistemas bioldgicos con una
vida media alrededor de 10°s; se forma principalmente a partir de O," y
H,0.. In vivo puede generarse como consecuencia de radiaciones (rayos X,
rayos y), asi como a través de la reaccién de Haber-Weiss a partir de agua

oxigenada y del radical superoxido.
H,0,+ 05~ — 0,+ OH™ + OH®

Del mismo modo mediante la reaccién de Fenton, con complejos de bajo
peso molecular de Fe (Il) genera estos radicales, al igual los iones de cobre

también pueden participar en esta reaccion.*

H,0, + Fe?* - Fe3*+ OH™ + OH"

Per6xido de hidrégeno (H205,)
Es el estado de reduccién de dos electrones del oxigeno, formado a partir del
radical O, por dismutacion rapidamente a valores de pH Aacido, o
directamente del O..
205~ + 2H* - H,0, + 0,
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0,+ 2e~+ 2H" - H,0,

Por la toxicidad que genera es importante, ya que atraviesa facilmente las
membranas, pero no se le considera como un RL. Se genera in vivo por
varias enzimas oxidasa, tales como glicolato oxidasa, la xantina oxidasa y

oxidasa D-aminoacido.3*°

Oxigeno singulete (‘O »)
Existen dos estados singulete de O,. El singulete O,' Ag, es el mas
importante en el sistema bioldgico, no tiene electrones apareados, su vida
media es alrededor de 10°s y no es un radical; se forma in vivo por la accién
de la luz sobre las moléculas de oxigeno o a partir de varios pigmentos
bioldgicos, tales como clorofila, flavinas o porfirias. Otros sistemas biol6gicos
en el que se cree que hay la participacion del oxigenos singulete incluye la
xantina oxidasa, linoleato-lipoxidasa y la peroxidacién lipidica microsomal

dependiente del la nicotinamida adenina dinucleoétido fostato (NADPH).

El singulete O,' =g generalmente se transforma al estado * Ag antes de que

haya tiempo para que pueda reaccionar con alguna molécula.®*>®

Radicales peroxilo (ROQe)
Aparte de los radicales reactivos derivados del oxigeno que se pueden
formar en los sistemas vivos son los radicales peroxilo (ROQe); la forma mas
sencilla es el radical peroxil (HOOe), que es la forma protonada del
superéxido (027).%

Se forman tipicamente como intermediarios durante la ruptura de lipidos
peroxidados en las reacciones de la peroxidacion lipidica (LPO); es el paso
mas importantes de las reacciones de propagacion en la cadena durante la
LPO.%

14 |

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Garcia Discua Gie Bele

Oxido nitrico (NO")

Es una pequefia molécula que tiene un electrén desapareado en el orbital
antienlazante del nitrégeno y el O, por lo que es un radical libre altamente
reactivo, tiene un tiempo de vida media aproximadamente de 3 a 5s. Se
genera en los tejidos bioldgicos especificos de 6xido nitrico sintetasa (NOS),
gue metaboliza la L-arginina a L-citrulina. Puede producir dafio en las
proteinas, hidratos de carbono, nucleétidos y lipidos. Es un reactivo
abundante por lo que tiene importancia como sefalizador de la oxidacion
biologica en wuna gran variedad de procesos, como son en la
neurotransmision, regulacion de la presion arterial, los mecanismos de
defensa, la relajacion del musculo liso y la respuesta inmune. La
sobreproduccién de estas especies se le llama estrés nitrosativo y esto
puede ocurrir cuando la generacion de NOS en un sistema excede la
capacidad de éste para neutralizar y eliminarlos; este estrés puede dar lugar
a reacciones de nitrosilacion alterando la estructura de las proteinas y asi

inhibir su funcién normal.* 33

NOS
L —arginina+ O, + NADPH —— NO® + L — citrulina

[11.3.1 Fuentes de los radicales libres

Los RL son producto de los procesos fisioldgicos propios del organismo
también llamadas fuentes enddgenas, como el metabolismo de los alimentos,
la respiracion y el ejercicio o se pueden generar a partir de fuentes exdégenas
como son las radiaciones ionizantes, ultravioleta (UV), la térmica, algunos
productos quimicos carcinogénicos, agentes contaminantes y el cigarro; asi

como de diversos medicamentos. 3°

Como fuente enddégena la respiracion aerdébica, que se da en las
mitocondrias constituyen la fuente principal de RL, esto se efectia a nivel de
la cadena de transportes de electrones. El 95% del oxigeno consumido es
reducido a H,O por la accion de la citocromo a3, que es el citocromo
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terminal, el cual cede 4 electrones al oxigeno para producir H,O. Al pasar por
la membrana interna mitocondrial genera un gradiente eléctrico que aporta la
energia necesaria para formar la adenosina trifosfato (ATP). Una
consecuencia de este proceso es la formacién de moléculas que pueden

entregar 1 o 2 electrones al oxigeno, produciendo los RL (Fig. 111.3.1.1) .3**°

Citoplasma

Monoamina)  witocondrial

Espacio intermembrana

Fig. 111.3.1.1 Sitios de formacién de O;" en la cadena de transporte de electrones. Tomado
de Fernandez (2009)*

Las células fagociticas (polimorfonucleares) se activan por mediadores pro-
inflamatorios o de productos bacterianos, viricos o de parasitos; los fagocitos
contienen enzimas liticas (proteasas, lipasas, nucleasas) las cuales ayudan a
la destruccion de las células infectadas produciendo los RL, principalmente el
0," “**. Los peroxisomas, organelos del citosol encargados de la
degradacion de acidos grasos produciendo H,O, como subproducto, el cual
es degradado por la enzima catalasa y formando H,O. ocasionalmente
algunos H,0, escapan de la degradacion, donde se liberan a otros
compartimientos celulares provocando un incremento del dafio por oxidacion

en el ADN. 4?44

Asi también la activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo
intermediario como la ciclooxigenasa, lipoxigenasa, aldehido oxidasa,
monoamino oxidasa, hipoxantina y xantina oxidasa, la cual predomina en los

endotelios depurando las xantinas y generando O," %%, Mientras que las
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enzimas del complejo citocromo P450 son las responsables del metabolismo
oxidativo de los xenobidticos, el estimulo de estas enzimas previene los
efectos de toxicidad aguda de agentes extrafios al organismo, pero también
produce subproductos oxidantes que pueden dafar el ADN. %

Asimismo los radicales pueden provenir del medio exterior. EI humo del
tabaco al contener hidrocarburos insaturados reacciona con el diéxido de
nitrogeno, producido por la reaccion del éxido nitrico con el oxigeno,
originando RL como el radical hidroxilo que es uno de los causantes del

enfisema pulmonar. *°

Los 6xidos de nitrégeno pueden proceder de la contaminacion atmosférica
por la combustién de los motores, asi como los hidrocarburos que gracias a
su solubilidad en lipidos, pueden traspasar las membranas, donde su
principal efecto téxico es el higado. El ozono (O°) procede de la acci6n
fotoquimica de las radiaciones electromagnéticas sobre el oxigeno, también
de los campos eléctricos o de la combustidén de los carburantes; este puede
oxidar grupos (-SH, -NH;, -OH y —COH) y en los fosfolipidos de las

membranas celulares induce la peroxidacion lipidica. *3

Con el consumo de alcohol se ha demostrado que existe un incremento en la
peroxidacion lipidica donde esta involucrado el radical hidroxilo, asi como
una disminucién en los niveles de glutation reducido (GSH) en el higado, el
cual ayuda a proteger a la célula contra la accién de los RL y mantener la
estabilidad de la membrana, lo que podria favorecer la LPO. Asimismo el
ejercicio exhaustivo, genera ERO’s ya que hay consumo mayor de O, por lo
que si sobrepasa de un 30-40%, las defensas antioxidantes comienzan

decaer; una concentraciéon del 100% es altamente toxica. >*°

Los xenobidticos antitumorales como son la adriamicina y la daunomicina,
producen EROQO'’s originado en el ciclo redox en el que estan implicados los
grupos quinona, produciendo el radical O, o el radical H,O,, los cuales son
causantes de cardiotoxicidad*®. Cabe destacar que no son las Gnicas fuentes

17 |

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Garcia Discua Gie Bele

exégenas de la produccion de RL, igualmente pueden ser los productos de la
oxidacién de lipidos en alimentos, microtoxinas, hiperoxia, metales de

transicidon asi como otros medicamentos.
[11.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EOx) se define como un desequilibrio bioquimico
derivado de la produccion excesiva entre las moléculas oxidantes o RL, que
tienden a dafar las macromoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono
y acidos nucleicos) alterando los procesos celulares, y los sistemas
antioxidantes. La etiologia de un aumento del EOx relacionado con la edad
se asocia con tres factores: 1) un aumento en la generacion de ERO’s, Il) una
disminucién en la defensa antioxidantes, y Ill) una disminucion de la

eficiencia de reparacién o eliminacion de las moléculas dafiadas (Fig. 111.4.1)

28, 45-47
) |ERO ADX| Aumento de ERO hay un
EROC desequilibrin. Estrés
oxidativo
(a) / \ =)
ERD ADX
ERC ERO ADX
‘ AOX : ‘
Balance entre ERD Aumento de ERO y
v A0x. Homeostazis aumento de A0X. No
/ hay estrés oxidativo
(d)
ERO A
ADX

Linea base de log
AQx, regulacion por,
aumento. No hay
estrés oxidativo
Fig. Ill.4.1 Esquema donde se observa que: (a) en el estado homeostatico tanto ERO’s y
AOx son niveles bajos pero se encuentran equilibrio por lo que no hay EOx; (b) hay un
aumento en los ERO’s lo que excede la capacidad del sistema AOx lo que lleva a un EOXx;
(c) si el aumento de ERO’s es pequefia el sistema AOx puede igualarla y prevenir el EOx. Si
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el aumento de los ERO’s es transitoria entonces retornara a un equilibrio homeostético (a);
(d) a la exposicion prolongada de la elevacion de los ERQO’s, el organismo aumenta
permanentemente los AOX, por lo que es capaz de hacer frente a futuros eventos oxidativos.
Tomado de Monaghan (2009)*’

[11.4.1 Biomarcadores del dafio oxidativo

Las caracteristicas que pueden ser medidas y evaluadas como indicadores
de los procesos bioldgicos se les llaman biomarcadores, pueden ser in vitro o
in vivo pero estos son limitados ya que se carece de sensibilidad y
especificidad o requieren de métodos invasivos. Para que sean funcionales
estos marcadores es importante que los productos de oxidaciéon sean
estables y se pueda obtener una concentracién detectable.®

+ Dafio alipidos

Los lipidos tienen un papel importante y funcional en la estructura de la
membrana, la LPO puede provocar alteraciones en la permeabilidad hasta la
muerte celular. Los dobles enlaces que se encuentran en los acidos grasos
poliinsaturados son blancos faciles para el ataque de los RL; la abstraccién
de un atomo de hidrégeno de los dobles enlaces, se obtiene una especie que
interactda con el O, resultando el radical peroxilo, el cual puede reaccionar
con otros acidos grasos de la membrana formando mas RL y formar una

reaccion en cadena. 4*

El hidroperdxido lipidico es inestable formando varias especies como
hidrocarburos de cadena corta (etano y pentano), el 4-hidroxinonenal (4-
HNE) y el malondialdehido (MDA); éstos pueden alterar la actividad de las
fosfolipasas e inducir la liberacion de acido araquidénico, originando
prostaglandinas (ejemplo F2-isoprostano). A su vez, se ven afectados los
canales i6nicos, que en ausencia de éstos los hidroperdxidos pueden
acumularse en la membrana y alterar su funcion provocando el dafio al ADN.

Sucesivamente el radical ROOe se descompone para formar radicales
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lipidicos, llamando a este fenbmeno LPO, durante este proceso se forman
otros compuestos como los alquenales que reaccionan con el ADN, inhibe la
sintesis de proteinas y ARN, asi como la reparacién del ADN.*®

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

le asocia al proceso del envejecimiento.*

+ Dafo a proteinas

La accién de los RL sobre las proteinas se da en los enlaces insaturados, los
anillos aromaticos y los grupos tiol (-SH) *°; por lo que los amino&cidos son
fragmentados alterando su estructura y su funcién. Dentro de los
aminoacidos la tirosina, fenilalanina, tript6fano, metionina, histidina y la
cisteina son los que sufren una oxidacion por el radical hidroxilo, el cual
forma un entrecruzamiento covalente induciendo a la fragmentacion de la
cadena polipeptidica por lo que pueden ser susceptibles a las enzimas
proteoliticas debido a la formacion del grupo carbonilo, la creacién de grupos

N-terminales o cambios conformacionales.*" #**°

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

desnaturalizacién de la proteina.*®
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«+ Dairio al ADN

El ADN, es el material hereditario de los seres humanos y otros organismos,
se encuentra en el nucleo de la célula de ahi que se denomine ADN nuclear
(ADNn) pero también se puede hallar una pequefia cantidad en las
mitocondrias llamado ADN mitocondrial (ADNmt); estd conformado por
purinas: adenina (A) y guanina (G) y por pirimidinas: citosina (C) y timina (T),
gue al unirse A con Ty C con G forman bases, donde a su vez se encuentra
ensambladas a una molécula de azucar (desoxirribosa) y un fosfato llamado
nucleétido; formado una doble hélice por uniones no covalentes (Fig.
1.4.1.1). **

Fosfato

Apareamiento de
hases
complementarias

Enlaces de hidrogena

Azlcar

Fig. 111.4.1.1 Estructura del ADN. http://cyberbrethren.com/2011/02/19/how-much-data-can-

your-dna-hold-hint-a-lot/ >

Dado que el ADN juega un papel central e importante en la transferencia de
informacion entre generaciones, ha tomado relevancia el dafio oxidativo que
presenta, principalmente en relacién con el envejecimiento y el cancer, asi

como en problemas neuroldgicos. El indice de dafio oxidativo del ADN se
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encuentra relacionado directamente con la tasa metabdlica e inversamente

proporcional a la duracién de la vida del organismo. >3

Al encontrarse expuesto tanto a los factores ambientales como a las
actividades metabdlicas, el ADN puede sufrir dafios que si no son reparados
dard lugar a mutaciones y posiblemente a enfermedades. Estos dafios se
pueden dividir en:

1. Dafios enddgenos: provocados por los RL

2. Dafos exbégenos:

Radiaciones UV-A, radiaciones UV-B, rayos X y rayos y
Agentes alquilantes

Error en la replicaciéon

Hidrocarburos policiclicos >*

apop

Se estima que los RL son responsables de aproximadamente 10 000
modificaciones de bases por célula al dia*; lo cual puede generar
mutaciones somaticas lo que conllevara a la sintesis de proteinas
defectuosas, modificaciones oxidativas de las bases, deleciones,
fragmentaciones, reordenamiento cromosomico y desmetilacién de citosina
gue activa genes. Se debe de resaltar que el ADNmt es un mayor blanco al
dafio oxidativo que el ADNn 2" *4%°: esto es debido a que el ADNmt se
encuentra cerca de los ERO’s generados durante el transporte de
electrones, y por la falta de proteinas histonas para proteger el ADN de los
ataques o la reparacion ineficaz, por lo que ocurre una acumulacién de dafio

a niveles superiores.®

Cuando es atacada una desoxirribosa por los RL, se oxida produciendo la
ruptura de los enlaces entre el azucar, siendo los carbonos 4 y 5 los sitios
susceptibles del ataque, y el grupo fosfato del siguiente nucleétido en la
cadena sencilla, que son reparados por medio de las enzimas adecuadas; si

hay una gran cantidad de rompimientos de cadena sencilla se conduce a la
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formacion de rompimientos de cadena doble, lo cual provocaria un dafo

permanente o mutagénesis.*

Se ha visto que el dafio oxidativo en el ADN mediado por 'O, es comun,
entre los componente de los &cidos nucleicos los derivados de la guanina
son los mas susceptibles a la oxidacién pero los productos de degradacion
generados aun se desconoce su naturaleza; sus efectos se dan sobre la
informacion genética, en la replicacion del ADN y sobre la reparacion de los
productos de oxidacién.>’

Las mutaciones tienen lugar cuando la cadena de ADN dafiada es copiada
durante la duplicacion; en el ADNmt se sugiere que se da tras la exposicion
de mutdgenos ambientales, de los errores de la polimerasa, en la falla al
momento de la reparacién y de defectos en los mecanismos de degradacion.
El principal RL es el O," donde al encontrarse en la matriz mitocondrial se
convierte de forma espontanea o enzimatica con la ayuda del superéxido
dismutasa en H,O; por la permeabilidad de la membrana permite la difusion
facil del H,O, y dandose la reaccion de Fenton, donde se produce el radical
hidroxilo dafiando al ADNmt y obteniendo como resultado aductos como la 8-
hidroxiguanosina (8-OHdG) y 8-hidroxiguanina (8-OHG).*" 49>

Estos dos biomarcadores muestran una alta especificidad, aunque el
utilizado con mayor frecuencia es la 8-OHdG, dandose la oxidacién del C-8
de la guanina resultando un dafio por una mutacién génica transversional
G—T; este biomarcador se puede medir en los linfocitos, saliva, orina,
plasma entre otros. Se pueden cuantificar por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, del inglés High-perfomace liquid chromatography),
cromatografia de gas acoplado a espectrometria de masa (GC-MS, del inglés
gas chromatoghraphy-mass spectrometry), cromatografia liquida acoplado a
espectrofotometria de masa (LC-MS, del inglés liquid chromatography-mass
spectrometry), HPLC con deteccion electroquimica (HPLC-ECD), anticuerpos

utilizando el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, del inglés
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Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) y la electroforesis unicelular alcalina

(ensayo cometa). 464739

Aunque es conveniente la 8-OHdG como un marcador biolégico para evaluar
todo el cuerpo, también tiene sus limitaciones ya que en la orina puede dar
valores gue se ven modificados por la tasa metabdlica (consumo de oxigeno)
y ademas de ser un producto de la oxidacion es también de reparacion por
escision. 40°°

Como ya se menciond, hay distintas causas de dafios al ADN pero estos
dafios se pueden dar principalmente por tres vias: ruptura de una sola
cadena (del inglés single-strand break, SSB), ruptura de la cadena doble (del
inglés double-strand break, DSB) y lesiones multiples. Al contario de los
lipidos y proteinas, el ADN no puede ser reemplazado por lo que éste debe
de ser reparado, si no se logra esto la célula muere por apoptosis; esta
reparacion es regularizada en la division celular, donde se ve detenida las
proliferacién para que se repare correctamente el dafio. Estos mecanismos
de reparacion se han estudiado mejor en Escherichia coli (E. coli) aunque se

sabe que en las células eucarioticas hay mas proteinas implicadas. >® ¢

Los principales tipos de reparacién que puede darse son: reparacion por
escision de base (BER, del inglés base excision repair) y por la reparacion de
escision de nucledtidos (NER, del inglés nucleotide excision repair); aunque
existen otros mecanismos como son reparacion de errores de apareamiento
(MMR, del inglés mismatch repair), reparacion por dafio inverso y reparacion
por rompimiento de la doble cadena de ADN (DBS, del inglés ADN double
strand break repair) **°%® (Fig. I11.4.1.1).
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TIPO DE DANO
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-~ ¥

Reparacién por
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-

Reparacion de
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excision de bases excisiéon de error c_Ie rzmtfl'm'egto d'z la
(BER) nucledtidos (NER) apareamiento oble cadena de
(MMR) ADN (DBS)

Fig. 111.4.1.1 Posibles mecanismos de reparacion del ADN cuando se expone a diferentes

agentes. Tomado de Lizcano (2005)>*

NER es la via mas importante de reparacion para la eliminacion de aductos
de ADN voluminoso, que deforman la estructura normal de la hélice, lo que
alteran la transcripcion y replicacion®. Mientras que la principal via para la
reparacion de las ERO’s es BER; esta se inicia por una enzima llamada
glicosilasa que reconoce las bases que han sido modificadas y generando un
sitio AP (apurinico o apirimidinico) por la ruptura del enlace entre la base y el
nucleotido, e interviene una endonucleasa que ayuda a retirar los residuos de
56,60,62

ribosa-fosfato, posteriormente actian ADN polimerasa y ADN ligasa.
(Fig. 111.4.1.2)

Endonuclasa

LI — IwIL | gy

ADN alterado Glicosidasa. ADN polimerasa
Eliminacion de base \L
LI <= AL
ADN reparado
ADN ligasa

Fig. 111.4.1.2 Reparacion de la cadena sencilla del ADN por escision de bases. Tomado de
Maynard (2008)%°
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[11.5 Antioxidantes

Ya que los RL se producen constantemente, los organismos han
desarrollado una serie de mecanismos de defensa como son: 1) mecanismos
de prevencion, 2) mecanismos de reparacion, 3) las defensas fisicas y 4) las
defensas antioxidantes. Los antioxidantes (AOx) son moléculas que
previenen la formacion descontrolada de RL o inhibe sus reacciones con
estructuras bioldgicas (lipidos, proteinas, ADN, etc) para evitar alteraciones
en su funcionamiento. Su accién la realiza tanto en medios hidrofébicos
como hidrofilicos. 23" (Fig. 111.5.1)

Antioxidantes =~ ADN
beneficos —* protegido
b |
- oy v

—= Radicales
lipres

Representacion de proteccion di aﬂtiﬁ?‘iidante5
de un ataque de radicales libres

Fig. 1.5.1  Funcionamiento de los antioxidantes. @ Tomado de: nano-

biotecnologianutraceutica.blogspot.com

Existen diferentes criterios para la clasificacion de los AOx, al ser enzimas o
nutrimentos esenciales algunos de ellos se deben de obtener del exterior, por
esta situacion algunos autores los clasifican en enzimaticos o no
enzimaticos. Otro criterio que se puede considerar es por el mecanismo ya
sea en funcién preventiva de la formacién de los RL y en aquellos que
atrapan a los RL ya formados; asimismo se puede tomar encuentra su

localizacién, ya sea intra o extracelulares. "28

Los AOx enziméticos, también son conocidos como AOXx naturales, su
actividad es regulada dependiendo de los requerimientos celulares; estos
son principalmente tres: catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y
superéxido dismutasa (SOD) *> ?°. La CAT es una enzima que consiste en
cuatro subunidades proteicas, cada una con un grupo hemo unido a si sitio

activo. Se encuentra en altas concentraciones en rifiébn e higado, en bajas
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concentraciones en epitelios y tejido conectivo; a nivel celular se sitda en las
mitocondrias, peroxisomas, citosol (eritrocitos). Su funcién se da en los
peroxisomas, donde se cataliza la descomposicién del H,O,, proveniente de
la SOD, en agua y oxigeno™ ??%, Mientras que la GPx utiliza como cofactor
al selenio y se localiza en el citosplasma, las mitocondrias, citosol y
lisosomas. En presencia del glutation reducido (GSH), cataliza la reduccién
del perdxido de hidrégenos en agua y alcohol. En el ser humano se han
observado cuatro isoenzimas: GPx1, GPx2, GPX3 y GPx4. Asi mismo la
superoéxido dismutasa tiene como funcién catalizar la dismutacion de los RL
superoxido a H,O,; se encuentra en tres formas diferentes en el organismos
CuZn-SOD (citosol), Mn-SOD (matriz mitocondrial) y CuZn-SOD de alto peso

molecular (fluidos extracelulares). >3

Los AOx no enzimaticos, son llamados AOx sintéticos o suplementos
dietéticos, es necesario consumirlos de la dieta y al existir una variedad de
ellos se clasifican en vitaminas AOx, AOx endbégenos, minerales, fitoquimicos
y suplementos®®?°. Estos AOx se unen a los RL donandole un electrén para
estabilizarlo y los transfieren de sitio donde pueden provocar dafos graves a
lugares celulares donde su efecto no sea tan agresivo, o bien, los
transforman a radicales menos agresivos. Estos se ubican principalmente en
el citosol, matriz mitocondria y nuclear, asi como en fluidos extracelulares;

ejemplo de ellos #* (Fig. 111.5.2).

Vitaminas AOXx Minerales Fitoquimicos Suplementos
Vitamina C Polifenoles Coenzima Qq,
Vitamina E Selenio Compuestos Melatonina

B-Carotenos organosulfurados Acido Lipoico

Fig. ll1.5.2 Clasificacion de Antioxidantes no enzimaticos. Tomado de Mendoza (2009)15
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Existen proteinas que se ligan a metales actuando en el transporte y
almacenamiento de iones metalicos, entre los mas importantes se encuentra
la ferritina, transferrina, ceruloplasmina, albumina y lactoferrina. La ferritina
inhibe la peroxidacién, mientras que la transferrina y la lactoferrina
transportan al hierro para que éste no participe en las reacciones redox, la
ceruloplasmina actia removiendo los iones ferrosos en solucion lo que
reduce la cantidad de oxigeno del agua y por ultimo la albumina que tiene la
capacidad de enlazar diferentes iones metalicos, absorbe el &cido

hipocloroso y atrapa los radicales peroxilo. ***

l1l.6 Ejercicio fisico

El ejercicio fisico (EF) es una fuente endbégena para la produccién de RL.
Este es una categoria de la actividad fisica que implica la realizacion de
movimientos corporales planificados, repetitivos y disefiados especificamente
para estar en forma fisica y gozar de buena salud, se puede clasificar ya sea
por su intensidad en leve, moderada y severo o exhaustivo.®**® La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la salud como un estado
de completo bienestar fisico, mental y social; y no solamente como la

ausencia de enfermedad.®®

El ejercicio puede ser aerébico o anaerdbico de acuerdo al tipo de
metabolismo muscular requerido para su practica. Para realizar el ejercicio se
requiere de energia llamada trifosfato de adenosina (ATP) que es
continuamente resintetizada y obtenida por diferentes sistemas energéticos.
La célula muscular puede recurrir a tres mecanismos para esta resintetizar
del ATP: 1) del sistema de fosfatos, el cual utiliza la fosfocretinina que
proporciona la energia necesaria para la contraccibn muscular inicial de la
actividad y durante ejercicios explosivos breves y de elevada intensidad, su
duracion es de 6 a 10 s; 2) el sistema de acido lactico-glicolisis, el cual ocupa
el proceso de glucdlisis anaerébica proporcionando la energia suficiente para
mantener una elevada intensidad de ejercicio desde pocos segundos hasta 1
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min de duracion y 3) el sistema de respiracion aerdbica que utiliza la
fosforilacion oxidativa para producir una cantidad casi ilimitada de energia .
64.56 (Fig. 111.6.1)

”' ATP |
Ol 9
1 @ Lactato | 1M‘

H

Creatinina

1.Anaerdbico alactico
2. Anaerdbico lactico
3. Aerdbico

Contraccién
muscular

J Fosfocreatina |

| Glucosa

| EE— |

' Glucosa
Ac. grasos

ADP

Fig.lll.6.1 Sistema de produccién de ATP en el musculo esquelético. Tomado de McArdle
(2004)°°

Ante esto el EF es considerado como un factor preventivo para una serie de
enfermedades coronarias, de la diabetes mellitus, obesidad, hipertension,
disminuye los sintomas de la depresion y ansiedad, ademas de que
contribuye a mantener la funcionalidad de las articulaciones y evitar la
osteoporosis; estos beneficios se observan cuando la intensidad es
moderada creando asi un mejoramiento en la calidad de vida. Aunque la
mayor parte de los estudios realizados se han aplicado a los hombres de
mediana edad, se ha confirmado que el papel del ejercicio como elemento de
prevencion también se da para las mujeres y personas mayores; estas
enfermedades se creian parte del proceso de envejecimiento, pero esto no

es asi ya que los mecanismos de prevencién no difieren con la edad °"°.

Al considerase que el EF es un estrés forzado al organismo, éste responde al
proceso del sindrome de adaptacion. La adaptacién al EF cronico se da a
largo plazo y de una forma habitual siendo mas permanentes, dando como
resultado un incremento en la capacidad funcional y el nivel de

acondicionamiento, mejorando la habilidad del organismo para tener una
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respuesta eficiente al siguiente periodo de ejercicio agudo. Al tener una
adecuada carga de entrenamiento balanceada con el tiempo de realizacion,
pueden surgir diferentes grados de adaptacion que se pueden manifestar

tanto a nivel central (corazén) como periférico (misculo). %47°

La adaptacién bioldgica es un proceso muy general por lo que una célula, un
6rgano, un organismo o un grupo de individuos se adaptan a un cambio en

las condiciones ambientales y éstas se pueden dividir en:

+ Adaptacion circulatoria. Anteriormente se sefialé que al realizar el
ejercicio se necesita un mayor requerimiento de O, para suministrarle
a los musculos y esto es posible gracias a que el corazén bombea
mas sangre por minuto, que desvia gran parte del torrente sanguineo

desde los tejidos menos activos hacia los musculos que se ejerciten.

+ Adaptacion metabdlica. Ademas de necesitar el musculo O, también
requiere de ATP, el consumo de éste es de 100 a 1000 veces superior
al consumo de ATP del musculo en reposo y como se menciono

existen diferentes vias para la obtencion de energia.

«+ Adaptacion respiratoria. En un estado de reposo al ejercicio de
intensidad maxima, el consumo de O, y ventilacion pulmonar total
aumenta unas 20 veces. La capacidad maxima es cerca del 50%
mayor que la ventilacion pulmonar real durante el ejercicio maximo, lo

cual le brinda al deportista seguridad dandole ventilacion adicional.

« Adaptacion en la sangre. Durante los primeros momentos del ejercicio
con frecuencia se presenta un aumento en el recuento de los glébulos
rojos (GR), cuando el ejercicio es agotador existe el incremento de la
destruccion de los GR como consecuencia de compresiones capilares
por la contraccion muscular y el aumento de la velocidad del flujo

sanguineo, sobre todo en personas sedentarias. Asimismo, también
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existe un aumento en los leucocitos, sobre todo hay mayor nimero de
linfocitos, pero si el ejercicio se prolonga la elevacion solo en

neutrofilos.

+ Adaptacion del medio interno. El agua corporal total esta determinada
por el equilibrio entre el ingreso y pérdida de agua, los dos factores de
regulacién mas importante para mantener este equilibrio es: la ingesta
voluntaria de agua, controlada por la sensacion de sed y la excrecion

de orina, regulada por la hormona antidiurética (ADH).%%"°

De lo anterior se puede destacar que el efecto mas importante del ejercicio
sobre el cuerpo es el proceso de adaptacion y una sola sesién de ejercicio
tiene la capacidad de inducir la adaptacion. Recordando la teoria del estrés
original desarrollada por Selye, por un factor de estrés cronico el cuerpo
responde con una disminucién y luego con un aumento de la resistencia, que
es seguido por el agotamiento del cuerpo. Por lo tanto los factores de estrés
cronico pueden ser muy peligrosos, ya que el periodo de descanso, que es
una condicién para la recuperacion y la respuesta de estrés eficiente no se
encuentran. En un ejercicio de larga duracion, como 18 a 24 horas
consecutivas de correr o nadar, incluso en individuos completamente
entrenados, el organismo puede sufrir un grave agotamiento que podria

poner en peligro la salud de los individuos.”™

l11.6.1 Ejercicio, hormesis y EOx

La mitocondria es la principal fuente de ERQO’s durante el ejercicio, en funcion
de la intensidad, duracién y el tipo de contraccién muscular que se presenta,
asi como las condiciones ambientales (dieta, temperatura, presiéon de
oxigeno, etc.) se lleva a potenciar la generacion de ERQO’s y determinar un
fallo en los mecanismos que ayudan a contrarrestar su formacion, trayendo
como consecuencia el EOx.*""* Existe controversia entre la intensidad y
cantidad de ejercicio que pueda resultar benéfico ya que se ha sefialado que

al ser extenuante promueve el incremento de la generacién de RL, debido al
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gran consumo de oxigeno que se necesita y favorece el EOx; mientras que
respecto al EF regular se propone que tiene efectos benéficos ya que
aumenta la actividad de los AOx, asi como de los sistemas de
reparacion.**>"2

Actualmente se ha relacionado la formacion de RL con la teoria de la
hormesis, en este sentido Calabrese y Baldwin (2002) definieron la hormesis
como fenémeno bioldgico a una respuesta adaptativa caracterizada por una
curva dosis-respuesta bifasica resultante de efectos estimulantes, ya sea por
estimulo directo o como resultado de procesos biolégicos compensatorios,
seguido de una ruptura en la homeostasis del organismo; por lo que la
exposicién a dosis bajas de un agente quimico o factor ambiental que esté
dafiando a dosis mas altas provoca un efecto beneficioso sobre la
adaptacion de la célula u organismo.”*"* Cuando la produccién de ERO’s
supera la capacidad de la célula para adaptarse a través de la hormesis,
existe una crisis en la cual la célula se dirige ya sea hacia la apoptosis 0 a
una muerte celular. >7"’(Fig. 111.6.1.1)

Ejercicio
. ” Medio ambiente
Enzimaticos
Homeostasis

Antioxidantes 17 ERO’s
Hormesis Metabolismo
No enzimaticos
Senalizacion Redox
Daiio OX|datlvo Estres oxidativo
Repara(:|on Apoptosis
Muerte

Fig. Ill.6.1.1 Efecto de la hormesis inducida por el ejercicio en la adaptacion y supervivencia
celular. Tomado de Ji (2008)"

Por lo anterior podemos resaltar que el ejercicio fisico de resistencia y de
intensidad moderada provoca adaptaciones, ayudando a disminuir el riesgo
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de desarrollar enfermedades, por lo que podemos decir que se tiene un
efecto protector, incluso en personas de edades avanzadas.’®’! Por otro
lado, el sobre-entrenamiento aumenta el riesgo de enfermedades ya que el
proceso de adaptacion en este periodo falla y es debido a la recuperaciéon
incompleta de las series de ejercicios, teniendo como resultado la falta de
adaptacién. Recordemos que la morfologia y la funcibn muscular se va
deteriorando a medida que avanza la edad, por lo que el muasculo esquelético
en viejos se vuelve un blanco facil al dafio producido por el EF,

recuperandose mas lentamente.”* 787

Algunos estudios han observado que las mitocondrias de musculos viejos
producen mas RL debido a los cambios estructurales que hay en la cadena
de transporte electronico, esto se explica que en los animales viejos no
pueden alcanzar una intensidad suficiente de ejercicio que pueda provocar la

misma produccién de RL que los animales jévenes.?%2

A continuacion se presenta una revision sistematica de algunos estudios

realizados sobre el ejercicio fisico y su relacion con el dafio al ADN.
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Cuadro lIl.1. Estudios referentes al ejercicio fisico y dafio al ADN

Autor - afio  Universo de estudio Objetivos Frecuenciay tiempo de Marcadores Hallazgos
intervencion medidos
Nakamoto et Ratas macho con edad Explorar los efectos del Se sometieron a todas las ratas a una ADN mitocondrial, Se demuestra que a los 2 meses de
al., 2007 83 de 11 meses (adultos ejercicio regular sobre el caminata 1 vez al dia por 10-20 min a ADN nuclear y trotar las ratas viejas redujeron
jévenes) y 21 meses estado oxidativo del ADN 5-7m/min por 5 dias. 0GG1 significativamente el contenido de 8-
(viejos) en animales de edad Los grupos control siguieron la rutina y oxodG comparado con los adultos
avanzada. el grupo de ejercicio corrié 10.8 m/min jévenes tanto en el ADN nuclear
por 30-40 min por dia y aumentaron como en el mitocondrial. EI ADN
gradualmente hasta llegar a los 90 min mitocondrial mostr6 10 veces mayor
por dia a 14-15m/min. Esto se realiz6 5 contenido de lesiones que el ADN
veces ala semana por 8 semanas. nuclear. La actividad de la enzima de
reparacion OGG1 se regulé de
manera significativa en el nucleo,
pero no en las mitocondrias por el
ejercicio.
Sardas et al., Varones remeros Investigar si el ejercicio Los remeros tienen actividades ADN El porcentaje de dafio al ADN en los
20128 competitivos (n=12) vy induce al dafio oxidativo deportivas recreativas de mas de 3 a remeros es superior a los estudiantes
estudiantes de educacion del ADN y el posible 3.5 horas/dia, 10 veces a la semana. de educacion fisica. Se observé una
fisica (n=11) efecto protector de los Los de educacion fisica eran disminucién significativa en el dafio
suplementos de vitamina moderadamente activos fisicamente 1 del ADN al utilizar los suplementos en
E. hora/dia, 2 veces por semana. Todos comparaciéon con sus evaluaciones
recibieron una dosis diaria de 400 Ul iniciales.
de Vitamina E por 60 dias
Tanimura et Jovenes varones, 8 no Examinar los efectos de 3 Los sujetos se ejercitaron en una Recuento de Tres dias consecutivos de ejercicio
al., 2010 85 entrenados y 8 dias consecutivos de 1 bicicleta ergométrica al 75% de su VO, linfocitos, dafio del de 1 h hay disminucién de linfocitos
entrenados hora de ejercicio de alta maximo, durante 1 hora por tres dias ADN y con un aumento de dafio al ADN en
intensidad consecutivos. marcadores de jovenes no entrenados. En los
apoptosis jévenes entrenados se mantuvo sin
cambios los linfocitos
independientemente del aumento al
dafio oxidativo del ADN.
Ogonovszky et 24 ratas Wistar de 20 Probar si el entrenamiento  Control: moderadamente entrenados ~ AOX, LIPO, Los cambios en los niveles de
al., 2005 86 meses moderado, intenso o el (1h de natacion/dia, 5 dias a la semana oxidacion de peroxidacion lipidica no fueron

sobreentrenamiento
causan estrés oxidativo

durante 8 semanas), enérgicamente
entrenados (nadar con aumento de 30
min cada semana hasta llegar a 4.5
horas la dltima semana) y sobre
entrenamiento (1h de natacién/dia, 5
dias a la semana durante 6 semanas
donde se aumenta abruptamente a
4.5h para el resto de las 2 semanas)

proteinas, dafio en
el ADN o actividad
de la 8-oxo-DNA
glicosilasa
(OGG1) en higado
de rata.

significativos, pero fueron menores
en los grupos de egjercicio. El nivel de
8-OHdG aument6 en el grupo de
sobreentrenamiento y la actividad de
OGG1 tendi6 aumentar los de
ejercicio moderados e intenso
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Continuacién

Tsai et
2001 ¥

al.,

Radék et al.,
2002 88

Mastaloudis
et al., 2004

Radék et al.,
1999 ¥

14 corredores varones
(20 a 24 afios) y 20
hombres sedentarios
sanos (20 a 22 afios)
fueron control

Ratas adultas de 18 vy
de 28 meses

21 corredores

12 ratas macho,
jovenes (4 a 12
semanas) y de mediana
edad (14 meses)

Evaluar el dafio
oxidativo del ADN en las

células mononucleares
de sangre periférica
(CMSP)

Investigar si el ejercicio
fisico regular retarda un
nimero de trastornos
asociados con la edad, a
pesar de la paradoja de
que la generacion de RL

disminuye de forma
significativa con el
gjercicio

Determinar si 6 semanas
de suplementacion con
antioxidantes puede
reducir el dafio inducido
por el ejercicio de ADN.

Se investigo los efectos
del entrenamiento de la
natacién a largo plazo
en el estado de
oxidacion

Dafio al ADN, 8-
OHdG

Carrera maratéon de 42 Km (tiempo
de ejecucion 03h:01min)

ADN nucleas, 8-
OHdG, actividad
de proteosoma

Caminata en cinta ergométrica
(6.8m/min, 10 min/dia) durante 5
dias. Para los grupos de ejercicio
tanto de viejos como de adultos
entrenaron 8 semanas, mientras que
los grupos control en jovenes fue de
1 vez por semana durante 10 min en
adultos 8 m/ min y en viejos 6m/min

Ultramaratén de 50 kilbmetros Dafio al ADN

Fueron expuestas a nadar 5 veces a Fosfolipidos,

la semana durante 9 semanas. proteinasy ADN
Durante 6 semanas nadaron 60 min

y luego se aument6 a 90 min las 3

semanas restantes

Se observé que con el ejercicio
aer6bico existe un alto grado de
oxidacién de bases de ADN no
reparados y un aumento en la
excrecion urinaria de 8-OHdG. Esto
se correlaciono significativamente
con los niveles plasmaéticos de
creatinina quinasa.

El contenido de 8-OHdG de ADN
nuclear aumenté como una funcion
de la edad en el muasculo
esquelético de los animales control,
los animales con entrenamiento se
observo significativamente
atenuado este aumento asociado
con la edad. La cantidad de
proteosoma no cambio
significativamente.

El porcentaje del dafio al ADN
aumenté  significativamente en
seguida de la carrera, pero volvié a
la linea base por 2 horas después
de la carrera.

Los datos de la peroxidacion de
lipidos no fueron significativamente
diferentes  entre  grupos. El
contenido de 8-OHdG de ratas
gjercitadas fueron
significativamente menor que en
los grupos de control de edades
similares.
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Continuacién

Moller et al.,
2001 **

Hartmann et
al., 1994 %

Reichhlod et
al., 2008 %

Groger et al.,
2008 **

12 sujetos sanos (5
mujeres y 7 hombres)
con edades promedio
de 26 afios

3 voluntarios

20 triatletas masculinos.

37 sujetos,
comprendidos en
nadadores de combate
(n=6), buceadores
(n=13), atletas navales
pentatlon (n=6) y
controles (n=12)

Se investigo el efecto de
una sola sesion de
gjercicio exhaustivo
sobre la generacion de
rupturas de cadenas de
ADN vy dafio oxidativo
del ADN en condiciones
normales y en la hipoxia
de altura (4559m para 3
dias)

Utilizar el ensayo
cometa para estudiar las
células de sangre
periférica de tres
voluntarios después de
la actividad fisica.

Investigar el efecto de
un triatlon, como
prototipo de ultra-
resistencia al ejercicio,
en la estabilidad del
ADN.

Comprobar que a largo
plazo de la exposicion

repetida  a  oxigeno
hiperbarico (OHB)
modifica el grado de
dafio al ADN.

Se inicié con 5 min a un 50% de
VO, max. a nivel del mar en un
cicloergébmetro y se incremento 40
vatios cada 90 s  hasta el
agotamiento. Se realizd el estudio
tanto a nivel del mar como a gran
altitud.

En una primera prueba corrieron el
mayor tiempo posible con velocidad
creciente; en la segunda etapa
corrieron por 45 min con velocidad
fija.

3.8 km de natacién, 180 km en
bicicleta y 42 km de carrera

Los controles y los atletas navales de
pentatlon no tiene experiencia de
buceo; los nadadores tiene 101 h
con O puro durante 11 meses y los
buceadores 125 h con O3
enriquecido con mezcla de gas, 7.5 h
de O, de mas 8 afios de experiencia.

Dafio al ADN, 8-
oxodG, ENDO lli
y

Formamidipiridina
glicosilasa (FPG)

Creatinina
cinasa, lactato y
dafio al ADN

Microntcleos,
puentes
nucleoplasmicos
y brotes
nuclearas

SOD, GPX, CAT,
GSH, GSSG vy
ADN

El nivel de fragmentacion de ADN
aumento después del ejercicio en
la hipoxia de altitud, a nivel de mar
no se observd estas roturas del
ADN. En ambos ambientes, el nivel
de FPG vy sitios de ENDO Il se
mantuvieron sin cambios
inmediatamente  después  del
gjercicio.

Después de la primera prueba se
observd un incremento de la
migracion del dafio al ADN que
después de 72 horas ésta
migracion se redujo. En la segunda
etapa no se observd la migracion
del dafio del ADN.

En general los micronicleos
disminuyeron significativamente
después del triatlon; la frecuencia
de los puentes y brotes no
cambiaron. La frecuencia de los
brotes nucleares aumentd después
del triatlon, después del 6 dia
disminuyeron los niveles siendo
estos cambios significativos

Tras la exposicion de OHB hay un
incremento tanto en el nivel de
dafio en el ADN asi como la
produccién de O," en linfocitos
siendo  significativa  en los
nadadores de combate. Sin
embargo en todos los grupos el
dafio fue eliminado por completo a
la hora. No hay modificacion en la
CAT.
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Continuacién

Siu et al., 2011
95

Niess et al.,
1996 %

Hartmann et
al., 1998 ¥

Niess et al.,
1998%

40 ratas adultas jovenes

11 sujetos
(6 entrenados y 5 no
entrenados)

3 hombres y 3 mujeres
de 21-33 afios

12 hombres

Examinar los efectos de
las 8 y 20 semanas de
gjercicio habitual
voluntaria en la
susceptibilidad de los
linfocitos al dafio del
ADN inducido por
oxidantes, las
actividades de enzimas
antioxidantes  en el
musculo esquelético y
cardiaco, y el perfil
antioxidante circulatorio.

Comparar la frecuencia
de dafios en el ADN de
sangre periférica de
células  blancas en
hombres entrenados y
no entrenados después
de un gjercicio
exhaustivo.

Examinar los efectos de
un triatlbn de corta
distancia.

Investigar si el ejercicio
de resistencia intensa es
capaz de inducir dafio
en el ADN.

El grupo de ejercicio SOD, GPX 'y
sometidas a 24 horas todos los dias ADN

de libre acceso a una rueda para

correr en la jaula. Grupo control

Prueba de esfuerzo incremental ADN, MDA
hasta el agotamiento

15 km de nataciéon, 40 km de ADN de

ciclismo y 10 km de carrera

Entrenamiento regular,

maratén de 21.1 km en 93 min

leucocitos, ADN
oxidasa y
micronucleos

Creatinina cinasa
y leucocitos.

No se observaron diferencia
significativa en CAT entre los
animales  ejercitados 'y los
controles; la SOD fue
significativamente elevado en los
animales ejercitados, la GPx se
regulé6 de manera significativa en
relacion con los controles. El dafio
al ADN se redujo en los animales
gjercitados en comparacion con el
grupo control.

Un aumento significativo de la
migracion de ADN 24 horas
después del ejercicio en ambos
grupos pero es mayor en los no
entrenados. Los niveles de MDA no
fueron significativamente
superiores después del gjercicio.

La migracion del ADN se encontré
elevada 24 horas después del
gjercicio, mientras que los valores
mas bajos se detectaron a las 48
horas después. No se encontraron
diferencias en la frecuencia de
micronucleos en los linfocitos antes
0 48 y 96 horas después del
gjercicio.

Los linfocitos aumentaron 1 hora
después del medio maratéon y se
recuperaron a las 24 horas. El dafio
al ADN se elevo significativamente
1 dia después de medio maraton.
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IV. Planteamiento del problema

El estrés oxidativo (EOx) ha sido vinculado con la fisiopatologia de diversas
enfermedades crénico degenerativas, tales como ateroesclerosis, diabetes
mellitus, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, artritis
reumatoide y algunos tipos de céncer, asi como en el proceso de
envejecimiento. Por tal motivo, se ha propuesto que el adoptar un estilo de
vida saludable incluyendo una dieta rica en frutas y verduras con alto
contenido en antioxidantes y ejercicio fisico moderado podria prevenir o

controlar el EOx durante la vejez.

En este sentido, cuando se realiza ejercicio con intensidad moderada y de
forma regular se promueve un cambio positivo en el metabolismo que induce
un efecto antioxidante provocado por un mecanismo adaptativo denominado
hormesis. Al respecto la caminata puede ser una modalidad de ejercicio
moderado con un posible efecto antioxidante, que puede observarse en la
reduccion de dafio al ADN. Sin embargo, este aspecto no ha sido
demostrado en adultos mayores ni se ha comparado con adultos jévenes de
ahi la importancia del presente estudio y, por lo cual se plantea la siguiente

pregunta de investigacion:

¢,Cudl sera el efecto del ejercicio fisico exhaustivo y moderado sobre el dafio
oxidativo y capacidad de reparacion del ADN en jovenes vs. adultos mayores

sanos?
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V. Hipotesis

Considerando que el consumo excesivo de oxigeno propiciado por el
ejercicio fisico exhaustivo aumenta el estrés oxidativo, el cual se incrementa
con el envejecimiento, suponemos qua la practica aislada del mismo,
propiciara un incremento significativo mayor de dafio oxidativo al ADN en los
ancianos aunado a una menor capacidad de reparacion del ADN en

comparacioén con los jévenes.

Tomando en cuenta que el dafio oxidativo al ADN secundario a la exposicion
de ejercicio fisico moderado disminuye gradualmente con la préactica
periodica por mas de tres meses independientemente de la edad,
suponemos que la capacidad de reparacion del dafio al ADN sera similar
entre los adultos mayores y jovenes después de la practica de ejercicio fisico

moderado por seis meses.

VI. Objetivo

Determinar el efecto de la exposicion al ejercicio fisico exhaustivo sobre el
dafio del ADN y su capacidad de reparacion en jévenes vs. adultos mayores

sanos.

Evaluar la eficiencia de la realizacion al ejercicio fisico moderado sobre el
dafio del ADN y su capacidad de reparacion en jovenes vs. adultos mayores
sanos.
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VIl. Material y método

VII.1 Tipo de estudio y universo de estudio

Se llevé a cabo un estudio cuasi-experimental, con una poblacién de 30
jovenes sanos con residencia en la Ciudad de México y 30 adultos mayores
sanos con residencia en Texcoco, Estado de Meéxico, divididos en los
siguientes grupos:

) Jévenes: Practica de ejercicio exhaustivo (n=28)
Practica de ejercicio moderado (n=12).
) Adultos mayores: Practica de ejercicio exhaustivo (n=29)
Practica de ejercicio moderado (n=13).

VII.1.1 Criterios de inclusion
e Personas que deseen participar en el estudio
e JOvenes de ambos sexos clinicamente sanos entre 18 a 25 afios
e Adultos mayores de ambos sexos clinicamente sanos entre 60 a 69 afios

e Sin el habito de fumar o que consuman menos de 2 cigarrillos a la semana

VII.1.2 Criterios de exclusién

e Personas que presente cualquier tipo de enfermedad crénico degenerativa.
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VIl.2 Variables

VII.2.1 Clasificacion

Dependiente

e Dafio al ADN y capacidad de reparacion

Independientes

e Ejercicio fisico: exhaustivo y moderado

e Edad

Intervinientes

e Sexo

VII.2.2 Operacionalizacion

VARIABLE DEFINICION NIVEL DE CATEGORIA
MEDICION
Dafio al Ruptura de la cadena doble o Cuantitativa Micrometros
ADN sencilla del ADN, en los continua
linfocitos de sangre periférica.
Capacidad  Proceso biologico para corregir Cuantitativa Tiempo (0, 15, 45
de dafios hechos al ADN que discreta y 90min)
reparacion  codifican el genoma.
Ejercicio Movimientos corporales Cualitativa Exhaustivo
fisico planeados, estructurados y nominal Moderado
repetitivos para mejorar 0
mantener las cualidades
biomotoras, para un
mejoramiento del organismo.
Edad Tiempo transcurrido a partir del Cuantitativa Afios cumplidos
nacimiento hasta el momento discreta
del estudio.
Sexo Caracteristicas fenotipicas que Cualitativa Hombre
distinguen a la persona. nominal Mujer
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Excluidos: por no
cumplir con los
criterios de inclusion:

Incluidos en el
estudio

N=60

Consentimiento
informado

Asignacion de
grupos: 57

Jovenes

Grupo de ejercicio
fisico exhaustivo:
28

Grupo de ejerc

Adultos mayores

Grupo de ejercicio

fisico exhaustivo:
29

icio

Perdidos: 0 fisico moderado: Perdidos: 0

14

Datos analizados: Perdidos: 2
28

Datos anal
12

Datos analizados:
29

izados:

Figura VII.2.1.Diagrama de seguimiento de pacientes durante el estudio

Grupo de ejercicio
fiisico moderado:
17

Perdidos: 4

Datos analizados:
13
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VII.3 Metodologia

VII.3.1 Realizacién de ejercicio

Una vez seleccionados a los participantes tanto jévenes como adultos
mayores se expusieron a una caminata de 5 Km o 90min (ejercicio
exhaustivo). De estos sujetos algunos fueron sometidos a un programa de
caminata (ejercicio moderado) de 1 horas diaria durante 5 dias a la semana
por 6 meses.

VII.3.2 Toma de muestras sanguineas

Previo consentimiento informado, se tomaron tres muestras sanguineas a
diferentes tiempos a todos los pacientes (basal, a las dos horas y a las 24
horas) antes y después de la intervencién, tanto del ejercicio exhaustivo
como de ejercicio fisico moderado a largo plazo. Las muestras fueron
obtenidas por venopuncion, utilizando tubos Vacutainer sin anticoagulante
(rojo) para la quimica sanguinea, con EDTA (lila) para la biometria hematica
y con heparina (verde) para el dafio al ADN.

Una primera muestra sanguinea se tomoé antes de realizar el ejercicio entre
7-9 am con un ayuno de 8 horas. Dos horas después del ejercicio
exhaustivo, se tomd una segunda muestra. Veinticuatro horas después de
realizar el ejercicio se les tomd una tercera muestra, en las mismas
condiciones que se requieren para la primera muestra. A quienes
participaron en el programa de ejercicio moderado a los 6 meses
nuevamente se tomaron muestras sanguineas siguiendo el mismo

procedimiento.

VII.3.3 Pruebas Bioquimicas de Rutina

La biometria hematica se realizé en un equipo automatizado Celly 70. Los
parametros bioquimicos de rutina se determinaron en suero por métodos
colorimétricos con reactivos comerciales en un equipo automatizado Selectra
Jr.
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Glucosa

Se empled el estuche comercial para la determinacion 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 patrén se mezclan e incuban
durante 10 min. A 15-25°C y se ley6 la absorbancia a 500nm frente al blanco
de reactivo.

Colesterol

Se empled el estuche comercial para la determinacién de colesterol (método
enzimatico de punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK, CH
201). El colesterol se determind colorimétricamente después de hidrdlisis
enzimatica y oxidacion. El blanco, patrén y muestra se agité e incubé con el
reactivo de color 10 min. de 20 a 25°C o 5 min a 37°C, y se midio la
absorbancia a 546 nm antes de 60min.

Triglicéridos

Se empleé el estuche comercial para la determinaciéon de triglicéridos
Randox GPO-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK, TR212): Los triglicéridos
se determinaron tras la hidrolisis enzimatica con lipasas. El blanco, patron y
muestra se agitaron e incubaron con el reactivo de color de 10 a 15 min. a
20-25°C o0 5 min. a 37°C, y se midi6 la absorbancia a 500 nm antes de
60min.

HDL-Colesterol

Se emple6é el reactivo precipitante-colesterol catalogo Ch204 (paquete
suplementario para colesterol CHOD-PAP) (Randox Laboratories Ltd, UK).
La determinacién se fundamenta en que las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), muy baja densidad (VLDL) y las fracciones de quilomicrones se
precipitan cuantitativamente al afiadir 4cido fosfotungstico en presencia de
Mg?*, se tomé el sobrenadante y de éste se determiné la fraccién de HDL
posteriormente por el método enzimatico de punto final para colesterol total.
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Urea

Se empled el estuche comercial para la determinacion de urea (Randox
Laboratories Ltd, UK UR107). El método utilizado es ureasa-Berthelot
modificado. Los iones amonio producidos por accién enzimatica reaccionan
con salicilato e hipoclorito sédico para formar un complejo verde que se leyd
a 600nm. Las muestras y el patron se mezclaron con ureasa por 5 min. A
25°C y posteriormente con hipoclorito sédico, se leyé contra el blanco de

reactivo tras incubar 10 min.

Acido urico

Se empled el estuche comercial para la determinacién de &cido urico. El
método enzimético colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK, UA 230). El
acido Urico se convierte, catalizado por uricasa en alantoina y peroxido de
hidrégeno, el cual a su vez reacciona con el reactivo de color para producir
un compuesto de quinoneimina rojo violeta que se ley6é a 520 nm. La muestra
y el patron se mezclaron e incubaron con el reactivo de color durante 15 min.

A 25°C y se midio la absorbancia frente al blanco de reactivo.

Creatinina

Se empled el estuche comercial para la determinacién de creatinina método
colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK, CR510). La creatinina en
solucion alcalina reacciona con acido picrico para formar un complejo
coloreado, en cantidad proporcional a la concentracién de creatinina. Las
muestras y el patrén se mezclaron con el reactivo de color y se leyo la
absorbancia A; al cabo de 30 segundos y exactamente después de 2 min. Se
ley6 la absorbancia A,, se obtuvo la diferencia y se calcul6 comparandolo

con el estandar.
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VII.3.4 Electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa

% Preparacién de microplacas: se prepararon laminillas en portaobjetos
esmerilados a los cuales se les coloc6 una capa de 120ul de agarosa
regular (0.75% disuelta en PBS libre de Ca*? y Mg*?, se dej6é hasta que
solidifiquen.

% Preparacién de muestras control: Se tomaron 20ul de cada muestra de
sangre y se mezclaron con 150yl de agarosa de bajo punto de fusion
(0.5% disuelta en PBS libre de Ca** y Mg*®) en un tubos eppendorf,
tomar 75ul y colocarlos sobre los portaobjetos preparados con la capa
anterior, una vez solidificada la mezcla se agregé otra capa de 75ul de
agarosa de bajo punto de fusion.

% Preparaciéon de muestras para evaluar el dafio del ADN: Se tomaron 20pl
de muestra sanguinea, 930ul de medio RPMI-1640 y 50ul de H,0, en un
tubo eppendorf, colocar por 20 min en un bafio frio posteriormente
centrifugar 2500 rpm por 3 min, decantar el H,O, y agregar 200ul de
medio RPMI-1640.

% Cinética de reparacion: De la mezcla anterior se tomaron 4 tubos
eppendof por paciente, el primero tubo sélo se le produjo el dafio por lo
gue al quitarle el H,O, se montaron en las placas, a los demas tubos se
introdujeron a un bafio metabdlico a 37°C por 15, 45 y 90 min al término
de cada tiempo se centrifugaron a 2500 rpm por 3 min. Se repitié el

procedimiento como en la preparacion de las muestras control.

% Lisis de células: Finalmente las laminillas se sumergieron en solucion
fresca de lisis fria (1% lauril sarcosianato de sodio, 2.5M NaCl, 100mM
Na, EDTA, 10mM Tris-HCI pH 10, 1% triton X-100 y 10% DMSO se
afiadirdn a la solucion recién preparada) y se colocé a 4°C por lo menos

una hora, protegidas de la luz.
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% Electroforesis: Posteriormente las laminillas se colocaron en una camara
de electroforesis, la cual contiene un amortiguador pH 13 (ImM Na;
EDTA, 300mM NaOH) que cubria totalmente las laminillas permitiendo
que el ADN se desenrollara por 20 minutos, después se ajusta la fuente
de poder a 25 volts y 300 miliampers para efectuar la electroforesis por
20 minutos (es importante sefalar que los pasos anteriores se realizaron
protegidos de la luz). Una vez apagada la fuente de poder se retiraron
cuidadosamente las laminillas de la camara de electroforesis y se lavaron
tres veces con amortiguador de neutralizacién (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5)
durante 5 minutos. Se escurrieron las laminillas del exceso de
amortiguador, se colocaron por 5 minutos en metanol absoluto y se

dejaron secar al aire.

% Evaluacion de dafio del ADN: Posteriormente se tifieron con 50ul de
bromuro de etidio 1x (ImL de “stock” 10x [1mg/10mL] con 9mL de H,0)
cubriendo cuidadosamente con un cubreobjetos, para su observacion al
microscopio de fluorescencia. Las Ilaminillas se observaron al
microscopio de fluorescencia Nikon Optiphoto-2 microscope (Nikon,
Japan) con un filtro de excitacion de 515-560nm utilizando un aumento
de 40X. Finalmente con un ocular graduado y calibrado, se midi6 el
didmetro del nucleo y la longitud de la estela del cometa de 100 células.

La migracién se calculé como la diferencia entre la longitud de las estelas de

los cometas y el diametro del nucleo. Criterios de evaluacion

-

Sin dafio Dafo leve Dafo Dafo severo Daro total
<5% del 5-20% moderado 41 — 95% > 950
21 - 40%
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Asi mismo, para el analisis del dafio se calcularon deltas (A’s) de los
promedios de los nudcleos de las células, obteniéndose entre la medicidon
basal menos la medicidén final (2 y 24 horas) y para la cinética de reparacion
el tiempo cero menos el tiempo 45 y 90 para cada toma (basal, 2 y 24 horas).

VIl.4 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando medidas descriptivas de los datos
cuantitativos el media (MD), intervalo de confianza (IC) y deltas (A’s), para las
comparaciones se realizaron las siguientes pruebas: t pareada, U de Mann-
Whitney y Wilcoxon con una p<0.05 (95% de confianza). Para realizar los

céalculos se empled el programa estadistico SPSS versién 15.0.
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VIIl. Resultados

VIII.1 Parametros bioquimicos y hematoldgicos

En el cuadro VIII.1 se muestran la media y desviacion estandar (DE) de los
parametros bioquimicos y hematoldgicos, clasificada en jovenes y adultos
mayores a su vez dividida en la toma basal y a los 6 meses de haber
realizado un ejercicio fisico moderado. En los adultos mayores después de la
intervencion los niveles de colesterol y triglicéridos existe una disminucion

estadisticamente significativa (p<0.05).

VIII.2 Dafio oxidativo al ADN en grupos con ejercicio exhaustivo

Los resultados obtenidos mostraron que tanto en los jovenes como en los
adultos mayores (Cuadro VIII.2), el dafio al ADN en estado basal es
semejante antes de la exposicion al EFE, a las 2 horas de realizar el EFE se
observé un incremento en el dafio al ADN en los jovenes, mientras que en
los adultos mayores el dafio se mantiene. Asimismo, a las 24h de realizado
el EFE se observa un aumento significativo en el dafio en ambos grupos,
siendo éste dafio mayor en los jévenes en comparacion con los adultos

mayores. (Fig. VIII.1)

VIII.3 Cinética de reparacién en grupos con ejercicio exhaustivo

En la cinética de reparacion en los jévenes en el estado de reposos se
observé una disminucion del dafio al ADN a los 90 min de reparacién con
respecto a los 0 min. A las 2 horas después de realizar el EFE se presenta
una mayor disminucion del dafio al ADN a los 90 min con respecto a los 0
min y al estado en reposo, mientras que a las 24 hora después de la practica
del EFE se sigue observando la disminucion del dafio al ADN, aunque estos

cambios no son significativos.

En los adultos mayores se presenta una disminucién no significativa en el
diametro de las células a los 90 min con respecto a los 0 min en el estado de
reposo, a las 2 y 24 horas, siendo menor la reparacion comparado con los
jovenes. (Cuadro VIII.3 y Fig. VIII.2)
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VIIl.4 Dafo oxidativo al ADN en grupos con ejercicio moderado

Se puede observar que en la cinética basal de los jovenes a las 2 horas de la
practica del EFE, hay un aumento en el dafio al ADN con respecto al reposo,
mientras que a las 24 horas de practicar el EFE tenemos incremento mayor
de este dafio con respecto al reposo. Después de una intervencion de 6
meses de EF moderado, a las 2 horas de exponerse al EFE existe un
aumento en el dafio al ADN con respecto al reposo, mientras que a las 24
horas de practicar el EFE tenemos una disminucion con respecto al reposo y

siendo significativa comparado con la basal.

Con respecto a los adultos mayores en su cinética basal se observa las 2
horas una disminucion en el diametro de la célula después de la practica del
EFE, siendo aun menor este didmetro a las 24 horas tras la practica del EFE
con respecto al reposo. Seis meses después de la intervencion del EF
moderado, la disminucion del diametro de la célula fue progresiva a las 2 y
24 horas después de la realizacién del EFE con respecto al reposo, pero
siendo significativo a las 24 horas comparado con la basal. (Cuadro VIII.4 y
Fig. VII1.3)

VIII.3 Cinética de reparacién en grupos con ejercicio moderado

En la cinética de reparacién, observamos que los jovenes en el reposo a los
90 min de reparacion hay un aumento en el dafio al ADN con respecto a los
0 min, mientras que a las 2 horas tras la EFE disminuye el diametro de la
célula a los 90 min de reparacidon con respecto a los 0 min y a las 24 horas
de la practica del EFE también hay una disminucion del diametro sin ser
significativos. Después de 6 meses de realizar EF modera, en reposo se
presenta de igual manera un incremento en el dafio al ADN a los 90 min de
reparacion con respecto a los 0 min, a las 2 horas en seguida de la practica
de EFE tenemos una disminucién del diametro de la célula a los 90 min de

reparacion con respecto a los 0 min y a las 24 horas se presenta un pequefio
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aumento del dafio al ADN a los 90 min con respecto a los 0 min, sin ser estos

cambios significativos.

Los adultos mayores en su promedio de migracion basal cuando estan en
reposo hay un aumento en el dafio al ADN a los 90 min reparacién con
respecto a los 0 min, dos horas después de la exposicién del EFE se
presenta una disminucion el diametro de la célula a los 90 min de reparacion
respecto a los 0 min, asimismo a las 24 horas tras la préactica del EFE
tenemos un pequefio aumento a los 90 min de reparacidn con respecto a los
0 min en el dafio al ADN sin ser estos cambios significativos. Posteriormente
de la realizacion de EF moderado por 6 meses observamos un aumento en
el dafio al ADN a los 90 min reparacion con respecto a los 0 min, a las 2
horas de realizar EFE se presenta una disminucién a los 90 min de
reparacion con respecto a los 0 min, al igual que las 24 horas se presenta
esta disminucién, sin ser estos cambios significativos. (Cuadro VIIL.5 y Fig.
VII1.4)
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Cuadro VIII.1: Parametros bioquimicos y hematolégicos

Jovenes Adultos mayores

Parametros n=11

Basal 6 meses Basal 6 meses
Hemoglobina (g/dL) 16.04 + 1.32 1540+ 1.31 15.40 + 1.40 14.70 + 2.14
Hematocrito (%) 49.151 +5.11 52.51 + 4.32 46.49 + 4.71 46.45 + 6.45
Leucocitos (x10¥mm?) 553 +1.17 6.11 +1.93 6.70 +1.22 6.26 +1.41
Eritrocitos (x10%/mm?) 5.79 +0.86 5.97 +0.52 5.32 +0.54 4.87 +0.83
Glucosa (mg/mL) 92.45+7.94 92.64 + 9.47 126 + 36 120 + 16
Creatinina (mg/mL) 0.84 +0.12 0.73+0.18 1.19+1.21 0.88 +0.21
Acido urico (mg/dL) 4.24 +1.38 4.68 £1.76 4.92 £0.71 5.18 + 1.07
Colesterol (mg/mL) 196 + 51 188 + 31 211 +38 180 + 36*
Triglicéridos (mg/mL) 100 + 45 139 + 87 193 + 82 133 + 56*
HDL (mg(dL) 59 + 20 65 + 20 49 +13 52 +13
Albimina (mg/mL) 4.77 £0.40 4.78 £0.29 4.42 £0.26 4.49 +0.32
PCR (mg/L) 0.04 +0.11 0.17 £0.27 0.34 +0.28 0.30 £0.30

Se presentan los datos en medias + DE. Prueba t pareada, con p<0.05. *Adultos mayores basal vs 6 meses en el colesterol y triglicéridos. HDL:
lipoproteina de alta densidad, PCR: proteina C reactiva.
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Cuadro VIIL.2: Migracién de dafio al ADN en jovenes vs adultos mayores basal, 2 horas y 24 horas tras la
exposicion de un ejercicio fisico exhaustivo (EFE)

Jévenes Adultos mayores
n=23 n=26
MD IC MD IC

Basal 17.72 16.3-19.0 16.55 15.9-185
2 horas 19.93 17.0-21.2 16.50* 15.7-184

(+2.21) (-0.05)
24 horas 22.03 18.1 - 25.3 18.26* 16.3-20.4

(+4.31) (+1.71)

Se presentan los datos en mediana (MD) e Intervalo de Confianza (IC al 95%) y entre paréntesis se presenta la diferencia observada
entre la medicion basal menos la medicién final (2 y 24 horas). *Prueba U de Mann-Whitney p<0.05. Jévenes vs. adultos mayores

alas 2 horas y 24 horas después del EFE.
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Fig. VIII.1 Se presentan los As del diametro de las células con dafio en funcion del tiempo por grupo. *Prueba U de Mann-Whitney p<0.05.
Jévenes vs. adultos mayores a las 2 horas y 24 horas después del EFE. Se observa que a las 2 horas los jévenes aumentan
el dafio en sus células mientras que en los adultos mayores hay una pequefia disminucion de éste con respecto a su estado
basal. A las 24 horas de la exposicién al EFE los jovenes siguen aumentando su dafio al igual que en los adultos mayores
pero en menor proporcion siendo la diferencia entre los deltas estadisticamente significativa.

54 |

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Garcia Discua Gie Bele

Cuadro VIII.3: Cinética de reparacion en jévenes y adultos mayores en reposo, 2 horas y 24 horas después
de la exposicion al EFE.

Jévenes Adultos mayores
n=23 n=26
MD IC IC

Reposo

0 min 25.29 20.2 -35.8 19.52 15.8-24.4

45 min 25.76 (+0.47) 19.2 -29.9 17.93*(-1.59) 15.7 - 24.7

90 min 23.20 (-2.09) 16.0-31.2 18.29 (-1.23) 16.3 —28.3
2 horas

0 min 20.47 16.4 —29.0 29.85* 21.8-39.7

45 min 17.54 (-2.93) 15.1 -20.3 16.00 (-13.85) 13.9-34.9

90 min 17.50 (-2.97) 15.8 - 22.6 21.07 (-8.78) 18.9 - 28.5
24 horas

0 min 26.07 17.7 - 30.7 30.01 21.9-35.7

45 min 19.94 (-6.13) 17.0-23.2 20.23 (-9.78) 17.4-24.4

90 min 20.39 (-5.68) 15.8 — 23.3 26.56 (-3.45) 17.3-31.1

Se presentan los datos en mediana (MD) e Intervalo de Confianza (IC al 95%) y deltas tomando el minuto O como control.
*Prueba U de Mann-Whitney p<0.05. Jévenes vs. adultos mayores en reposo a los 45 min, 2 horas a los 0 min de reparacion.
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Fig. VIII.2 Se presentan los As del diametro de las células con dafio en funcién del tiempo por grupo a los 90 min de reparacion.

Se observa en

lo

jévenes que hay wuna disminucion progresiva en el dafio al

ADN con forme pasa

el tiempo, mientras que el los adultos mayores a las 2 horas en mayor la disminucion del dafios con respecto
a las 24 horas después de la EFE.
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Cuadro VII.4: Migracién de dafio al ADN en jévenes vs adultos mayores basal, 2 horas y 24 horas tras la
exposicién de un ejercicio fisico exhaustivo (EFE) y con 6 meses de intervencién de un ejercicio

moderado.
Jévenes Adultos mayores
n=12 n=12
Basal Basal 6 meses
MD (IC 95%) MD (IC 95%) MD (IC 95%) MD (IC 95%)

Reposo 17.50 (14.3 — 18.7) 16.83 (14.3 — 20.9) 18.10 (15.6 — 21.3) 16.92 (14.6 — 25.1)
2 horas 18.12 (15.12 — 24.6) 17.82 (16.5 — 21.3) 16.90 (15.4 — 20.5) 16.77 (14.9 — 25.3)

(+0.62) (-1.20) (-0.15)
24 horas 22.69 (15.7 — 36.8) 17.20 (14.5 — 20.3)* 17.22 (14.7 — 23.2) 15.07 (14.1 — 16.8)*

(+5.19) (-0.88) (-1.85)

Se presentan los datos en mediana (MD) e Intervalo de Confianza (IC al 95%) y deltas tomando la basal como control. *Prueba Wilcoxon,
p<0.05. Jévenes basal vs. 6 meses y adultos mayores basal vs. 6 meses a las 24 horas de la exposicion al EFE.
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Fig. VIII.3 Se presentan los As del diametro de las células con dafio en funcién del tiempo por grupo. Donde los jévenes después de seis
meses de ejercicio moderado se observa una diminuciéon en el dafio al ADN a las 24 horas después de practicar el EFE

comparado con su basal, en los adultos mayores después de seis meses de EF moderado hay
una disminucion en el dafio al ADN a las 24 horas tras la practica de EFE.
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Cuadro VIIL.5: Cinética de reparacion en jovenes y adultos mayores en reposo, 2 horas y 24 horas después
de la exposicion al EFE y con 6 meses de intervencién de un ejercicio moderado

Joévenes

Adultos mayores

Basal
MD (IC 95%)

6 meses
MD (IC 95%)

Basal
MD (IC 95%)

6 meses
MD (IC 95%)

Reposo

0 min 21.48 (13.5-26.1) 18.66 (17.2 — 24.7) 16.92 (15.1 - 25.2) 19.31 (14.4 - 60.1)

45 min 21.37 (16.4 — 33.5) 17.82 (16.5 - 21.2)* 16.12 (14.7 — 19.4) 17.98 (13.7 — 23.8)*
(-0.11) (-0.84) (-0.80) (-1.33)

90 min 23.20 (14.5 -33.5) 19.65 (15.7 — 45.8) 18.61 (14.9 — 27.2) 22.53 (15.1 - 28.1)
(+1.72) (+0.99) (+1.69) (+3.22)

2 horas

0 min 23.95 (15.4 - 30.9) 26.61 (16.6 — 46.7) 25.54 (15.2 -41.5) 22.58 (16.7 — 31.2)

45 min 18.77 (13.8 —47.2) 23.01 (17.7 — 38.4) 14.69 (13.4 - 16.3) 16.18 (14.7 — 20.5)
(-5.18) (-3.6) (-10.85) (-6.4)

90 min 17.04 (14.3 — 22.4) 19.07 (15.3 -33.2) 19.68 (15.7 — 28.2) 19.35 (16.4 — 32.5)
(-6.91) (-7.54) (-5.86) (-3.23)

24 horas

0 min 28.62 (21.3 - 34.0) 16.92 (14.9 — 38.5) 28.88 (19.0 - 35.2) 18.05 (15.5 - 49.3)

45 min 20.33 (17.0-33.1) 18.14 (15.3 — 21.1)* 19.46 (16.5 — 28.6) 17.30 (15.2 — 22.1)*
(-8.29) (+1.22) (-9.42) (-0.75)

90 min 20.94 (14.1 -28.1) 19.55 (16.9 — 23.99) 30.04 (17.0-36.9) 17.56 (14.7 — 29.2)
(-7.68) (+2.63) (+1.16) (-0.49)

Se presentan los datos en mediana (MD) e Intervalo de Confianza (IC al 95%) y deltas tomando el minuto O como control. *Prueba Wilcoxon,
p<0.05. Jovenes basal vs. 6 meses y Adultos mayores basal vs. 6 meses en reposo con 45 min de reparacion; Jévenes basal vs. 6 meses y

adultos mayores basal vs. 6 meses a las 24 horas después de la realizacién de EFE con 45 min de reparacion.
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Fig. VIIl.4 Se presentan los As del didmetro de las células con dafio en funcién del tiempo por grupo a los 90 minutos de reparacion.
Donde se puede observar que hay que en lo jévenes en un estado basal a las 24 horas en su estado basal tiene un mejor
reparacion con respecto a los adultos mayores, mientras que a los 6 meses de realizar el EF moderado se muestra que a las 2

horas de la practica de EFE hay mayor reparacion en los jovenes que en los adultos mayores pero a las 24 horas este dafio es
menor a en los adultos mayores que en los jévenes.

60 |

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Garcia Discua Gie Bele

IX. Discusion

Recientemente el estudio sobre el envejecimiento se ha expandido
rapidamente, estimulado por el aumento de ancianos en la poblacion, el
alargamiento de la vida humana, la calidad de vida, entre otros aspectos.
Actualmente en México la CONAPO ha realizado estudios de proyeccion,
donde reporta que la poblacion de adultos mayores en el 2005 correspondia
a un 5.2% y se esta esperando que en el 2050 llegue a un 21.2%; ante esto
se han generado una serie de teorias que intentan explicar el fenémeno del
envejecimiento, sin embargo, se ha observado que no existe solo una causa

sino que esta es multifactorial, lo cual lo hace un proceso complejo. **161°

Harman en 1956 propuso una de las teorias mas aceptada sobre el
fendbmeno del envejecimiento, en la cual se habla de un incremento de RL
durante este proceso, teniendo un desequilibrio con respecto al sistema
antioxidante llevandonos a un EOx y lo cual causa dafio a las biomoléculas y
promueve la presencia de enfermedades cronico degenerativas como son el
Alzheimer, diabetes mellitus, osteoporosis, aterosclerosis, cancer, procesos
inflamatorios, entre otros.**’’ Los factores prooxidantes que favorecen a la
generacion de RL, pueden ser resultado de procesos fisiologicos como es el
metabolismo de los alimentos, el tabaco, medicamentos, la respiracién,

radiaciones UV, ejercicio exhaustivo, hiperoxia y alcoholismo. 21°:3839

La presencia de enfermedades crénico degenerativas son frecuentes en la
vejez y se consideran como parte del proceso de envejecimiento, sin
embargo no hay una razén para suponer que los mecanismos de prevencion
en las personas adultas difieran en principio de los mas jovenes. El
organismo posee un sistema antioxidante que ayuda a contrarrestar el dafio
oxidativo, entre los cuales se encuentran las enzimas SOD, GPx, las
vitaminas A, C y E, asi como la recomendacién de un estilo de vida

saludable, ejercicio regular, evitar el estrés y una dieta balanceada.?*?"394*
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En estos términos se ha estudiado el beneficio y el dafio que puede conllevar
con el ejercicio, en 1978 Dillard et al presenté la primera evidencia de que el
ejercicio muscular promueve dafo oxidativo en los tejidos, ya que el ejercicio
fisico exhaustivo, esta asociado con la generacion de RL. Por otra parte las
investigaciones actuales siguieren que los ERQO’s son esenciales para la
produccion optima de la fuerza en el misculo esquelético, sin embargo en
alto niveles promueve la disfuncion contractil del masculo resultando la fatiga

muscular.’%9%-100

Asimismo, se ha reportado que las personas sedentarias al realizar un
entrenamiento aerobico, hay un incremento en el HDL y una disminucion en
los triglicéridos (TG); resultados acordes con los parametros bioquimicos que
se obtuvieron ya que se observé una disminucién en los TG y colesterol en el
grupo de los adultos mayores después de realizar el programa de ejercicio
de moderado durante 6 meses. En este sentido, los lipidos almacenados
representan la principal reserva energética y constituyen una fuente casi
inagotable de energia durante el ejercicio fisico, llevando como consecuencia
metabdlica el ahorro de glucégeno muscular y hepéatico, que incide en la
capacidad de resistencia del organismo; los acidos grasos que utilizan la
célula muscular como combustible pueden obtenerse de los triglicéridos
almacenados en el tejido adiposo o en el propio muasculo, de ahi su
disminucién de estos niveles. Ademas de esto, se ha demostrado que la
practica constante de ejercicio estimula un aumento en la produccién de
lipoproteinas HDL, que se traduce también en una disminucion en el

colesterol.,56:101-102
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IX.1 Dafio oxidativo al ADN en grupos con ejercicio exhaustivo

Se ha estimado que en promedio una persona normal tiene alrededor de
10 000 - 20 000 RL que atacan diariamente a cada célula del cuerpo y para
un atleta mas capacitado, esta cifra puede aumentar aproximadamente un
50%. Las principales moléculas biolégicas que se ven afectadas por los RL

son las proteinas, lipidos y el ADN.*"'%3

El dafio del ADN inducido por el ejercicio en las células sanguineas parece
ser la principal consecuencia del aumento de los RL durante y después del
ejercicio aerdbico vigoroso, provocando a su vez una respuesta inflamatoria
sistémica; el dafio al ADN se considera como uno de los marcadores del
dafio oxidativo, ya que se encuentra expuesto a los ataques de las ERO’s,
principalmente por el radical superoxido (O,") y el peréxido de hidrégeno
(H20>), produciendo rompimientos tanto en las cadenas sencillas como en
las cadenas dobles, oxidacién de las bases, asi como la fragmentacion de
los azucares. La reparacion del dafio en el ADN se cree que ocurre
principalmente por la escision de base y se sabe que los mecanismos de
reparacion van descendiendo con la edad y por lo tanto estas lesiones se

van acumulando.*” 49:103-105

En este sentido, los resultados obtenidos mostraron en los jovenes un
aumento estadisticamente significativo en el dafio sobre el ADN, en
comparaciéon con los adultos mayores quienes al parecer por un mecanismo
de hormesis pueden mejorar la capacidad de adaptacién asi como la
respuesta antioxidante, lo cual se manifiesta como un menor dafio sobre el
mismo. Estos resultados se asemejan a lo reportado Hartmann et al®?, donde
observa que el ejercicio exhaustivo aumenta la migracién del dafio al ADN
alcanzando su nivel maximo a las 24 h de haber realizado el ejercicio, al

89
|

igual que el estudio realizado Mastaloudis et al®® donde el pico del dafio se

da también a las 24 h. Asimismo Tsai et al*’, realiz6 un estudio con ejercicio
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de resistencia donde el aumento en el dafio al ADN se dio después de 24 hy

persistio 7 dias después.

Por otro lado, la importancia de la practica y adaptacion del ejercicio fisico se
ha enfocado principalmente en los jévenes y poco en los adultos mayores, en
este sentido, el ejercicio fisico favorece la disminucién de los efectos del
envejecimiento y beneficia la funcionalidad; por lo que realizar un
entrenamiento donde el ejercicio aerébico permite realizar actividades fisicas
con cargas submaximas mayores, con menor esfuerzo del sistema
cardiorrespiratorio y menor fatiga musculo-esquelética, permite al adulto
mayor realizar de una manera facil sus actividades cotidianas, lo cual es
acorde con nuestros resultados al mostrar una mejor adaptacion con un

menor dafio al ADN,106-108

IX.2 Cinética de reparacién en grupos con ejercicio exhaustivo

De acuerdo con la teoria propuesta por Harman, las células que provienen
de animales viejos se encuentran mas dispuestas a tener y acumular dafio al
ADN si son sometidas a EOx, que las células provenientes de animales

jovenes expuestos al mismo estrés.

En este sentido, para evaluar la capacidad de reparacién del ADN en los
individuos, se expusieron a las células a H,O, provocando un aumento en el
EOx para posteriormente re-establecer su condicion quitando el agente
estresor en medio de cultivo e incubacion. Al observar los resultados
obtenidos, en la cinética se aprecia que los jovenes hay mayor reparacion de
sus células en comparacion con los adultos mayores, probablemente a que
sus células requieren mas tiempo que las de los jovenes, pero aun asi se
observé que los adultos mayores lograron la reparacién, lo cual puede
deberse a los cambios que implica el proceso de envejecimiento, que se

acompafa de una disminucion de la capacidad de respuesta.
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A las dos horas de haber sido expuestos al EFE, podemos observar que
tanto en los jévenes como en los adultos mayores hay una reparacién de sus
células, siendo mas eficaz que la de los adultos mayores, mientras que a las
24 horas ambos grupos muestran una buena reparacion que conlleva a una
buena adaptacion fisiolégica. En este sentido, algunos estudios que apoyan
nuestros resultados reportan que aproximadamente el 50% del dafio al ADN
se repara en los primeros 15 minutos y la reparacién total se efectia en una
o dos horas, no obstante otros investigadores reportan que cuando el dafo
es producido por particulas suspendidas el tiempo en que tarda la célula en

regresar a su estado basal es de alrededor de 24 horas.'%>1%911!

IX.3 Dafio oxidativo al ADN en grupos con ejercicio moderado

Existe evidencia acerca de que el ejercicio fisico regular y no agotador tiene
efectos benéficos generando un estado de bienestar por lo que disminuye la
incidencia de enfermedades como consecuencia de la adaptacién inducida
por éste. El proceso de adaptaciéon implica la activacion del sistema
antioxidante, la reparacion del dafio oxidativo e influye en la transcripcion de

genes para formar proteinas, creando un sistema de hormesis. '%7688%

Por lo anterior, Niess et al (1996)% examiné la incidencia del dafio al ADN en
leucocitos de sangre periférica tanto en sujetos entrenados y no entrenados
al ser expuestos del EFE, demostrando que hay un aumento de la migracion
del ADN en personas no entrenadas. Estos datos sugirieron que la
adaptacién al ejercicio podria disminuir el estrés oxidativo asociado al dafio
al ADN con ejercicio exhaustivo. Siu et al (2011)%, por su parte investigé cual
era el efecto de un ejercicio habitual voluntario en el dafio al ADN sobre ratas
adultas jovenes, encontr6 una disminucion significativa en los linfocitos de
animales ejercitados durante 8 y 20 semanas, en comparacién con los
controles, lo que indica un aumento de la resistencia al desafio oxidante con

el ejercicio regular en la funcién inmunolégica mediante la exhibicion de la
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adaptaciéon de proteccion de las células inmunes en respuesta a un desafio
gue dafna el ADN. Al analizar el dafio al ADN que se presenta en los grupos
gue participaron en el programa de intervencion de un ejercicio moderado, se
observa una disminucion a los 6 meses tanto en jovenes que como en
adultos mayores. Observando que ambos grupos presentan una misma
tendencia donde a las 24 horas de haber realizado un ejercicio exhaustivo la
disminucién es estadisticamente significativa con respecto a su estado basal,
donde el efecto de la hormesis se puede observar al haber sido ambos
grupos entrenados durante 6 meses exponiéndose al efecto estresor
(ejercicio fisico), no obstante este resultado es mejor en los adultos mayores
ya que les ayuda a tener una mejor adaptacion fisioldgica y por lo tanto
reducir su dafio al ADN.

IX.4 Cinética de reparacién en grupos con ejercicio moderado

En nuestros resultados se puede observar que tanto en los jbvenes como en
los adultos el organismo llega a desarrollar un proceso adaptativo, conocido
como hormesis y que en los jovenes es menos eficiente que en los adultos
mayores, no obstante las células de los adultos mayores tardan mas tiempo
en reparase con respecto que a los jévenes tanto en un estado basal como a
las 24 horas de haber sido expuestos a un EFE, mientras que a las 2 horas
las células de los adultos mayores su sistema fisioldgico responde mejor. Asi
mismo, Siu et al (2011)* observéd que el efecto protector del ejercicio
moderado mejora una respuesta adaptativa de los linfocitos a los estimulos
qgue dafian el ADN, es decir al dafio inducido por el peréxido de hidrégeno.

Finalmente, en nuestros resultados se observa que cuando se entrenan a los
organismos antes de ser sometidos a un efecto estresor, su sistema ya se
encuentra adaptado por lo que puede enfrentarse a los agentes estresantes
y presentar un menor dafio oxidativo al ADN asi como una mejor capacidad

de reparacion del mismo.
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X. Conclusiones

Hipotesis

Considerando que el consumo excesivo de oxigeno propiciado por el
ejercicio fisico exhaustivo aumenta el estrés oxidativo, el cual se incrementa
con el envejecimiento, suponemos qua la practica aislada del mismo,
propiciard un incremento significativo mayor de dafio oxidativo al ADN en los

ancianos aunado a una menor capacidad de reparacion del ADN en

comparacion con los jévenes.

Conclusion

Nuestros hallazgos sugieren que la exposicion a ejercicio fisico exhaustivo
aumenta el dafio oxidativo al ADN tanto en jovenes como en ancianos,
mostrando una capacidad de reparacion del ADN significativamente mayor

en los jévenes con respecto a los adultos mayores.

Hipotesis

Tomando en cuenta que el dafio oxidativo al ADN secundario a la exposicion
de ejercicio fisico moderado disminuye gradualmente con la préactica
peribdica por més de tres meses independientemente de la edad,
suponemos que la capacidad de reparacion del dafio al ADN sera similar
entre los adultos mayores y jévenes después de la practica de ejercicio fisico

moderado por seis meses.

Conclusion

Nuestros hallazgos sugieren que la capacidad de reparacion del dafio al ADN
de los adultos mayores es significativamente mas eficiente que la de los
jovenes ante la practica de ejercicio fisico moderado por seis meses, debido
al mecanismo adaptativo de hormesis vinculado con el envejecimiento

exitoso.
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XI. Perspectivas

v' Es necesario incrementar el tamafio de la muestra para confirmar

nuestros hallazgos.

v' Es indispensable llevar a cabo estudios longitudinales de largo plazo,
para observar si con el ejercicio fisico moderado se tiene una mejor

adaptacién y resultados concluyentes.

v' Es conveniente difundir nuestros hallazgos, para que se promueva la
practica del ejercicio fisico de la forma correcta y asi poder tener una
mejor calidad de vida.
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XIll. Anhexo

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION

Efecto del ejercicio fisico moderado sobre el dafio oxidativo y
capacidad de reparacion del ADN en jovenes vs. adultos mayores sanos

Antecedentes y Objetivo

El estrés oxidativo (EOx) es un estado donde la célula se encuentra alterada
por la homeostasis entre prooxidantes y antioxidantes, a favor de los
primeros causando dafio en las biomoléculas. Actualmente se ha observado
gue el ejercicio puede causar efectos benéficos como dafinos, dependiendo
de la intensidad; si es agotador la produccion de RL aumenta, mientras que
si es moderado hay una reduccion de los mismos y una mejor capacidad de
reparacion de las células apoyado en un mecanismo de hormesis. En este
sentido, existen pocos estudios sobre el tema, de ahi que se evalud la
capacidad de adaptacion de los jovenes vs. adultos mayores expuestos a un
ejercicio moderado.

Procedimiento

Se seleccionaran 30 jovenes clinicamente sanos entre 18 a 25 afios de la
Ciudad de México y 30 adultos mayores clinicamente sanos entre 60 a 69
aflos de Texcoco, Estado de México. Una vez seleccionados a los
participantes se expondran a una caminada de 5 Km o 90min (ejercicio
exhaustivo), posteriormente la poblacion se dividira en dos grupos: jovenes y
adultos mayores. Algunos pacientes seran sometidos a un programa de
caminata (ejercicio moderado) de 1 horas diaria durante 5 dias a la semana
por 6 meses. Se les tomaran 3 tubos de sangre en un estado basal y 3 tubos
de sangre posteriormente a los 6 meses.

Condiciones para ingresar al estudio

Personas que deseen participar en el estudio

Jévenes de ambos sexos clinicamente sanos entre 18 a 25 afios

Adultos mayores de ambos sexos clinicamente sanos entre 60 a 69 afos
Sin el habito de fumar o que consuman 2 0 menos cigarrillos a la semana
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Riesgos

No existe ningun riesgo agregado para su salud, las tomas de muestras
sanguineas seran llevadas a cabo por personal experimentado con agujas
nuevas desechables en tubos al vacio. Si por alguna circunstancia se observa
algun efecto por la practica de la actividad fisica, notificar para suspension.

Beneficios
Los resultados hematolégicos y de quimica sanguinea pueden ser de utilidad
para el conocimiento de su estado de salud. El tratamiento repercutira en

beneficio para su calidad de vida.

Confidencialidad

Toda la informacion obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que
solo se le proporcionara a la participante.

Preguntas

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacion la podra
consultar con los participantes de la Unidad de Investigacion en Gerontologia.

Derecho a rehusar

La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Por lo
gue si decide no hacerlo no le afectard en su atencion en la Unidad de
Investigacion.

CONSENTIMIENTO

Consiento en participar en el estudio. He recibido una copia de este impreso y
he tenido la oportunidad de leerlo o me lo han leido en presencia de un familiar
responsable.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de un familiar (testigo)

Nombre y firma del investigador (testigo)

México, D.F. a de del . En caso de no
saber leery
escribir, poner
huella digital
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