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Abreviaturas

EOXx Estrés Oxidativo

8-OHdG 8-Hidroxi Deoxiguanosina

DM 1 Diabetes Mellitus tipo 1

DM 2 Diabetes Mellitus tipo 2

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

CONAPO Consejo Nacional de Poblacion

ECNT Enfermedades Crénicas No Transmisibles

DMID Diabetes Mellitus Insulino Dependiente

DMNID Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente

NOM Norma Oficial Mexicana

HAS Hipertension Arterial Sistémica

ROS Especies Reactivas de Oxigeno

AO Antioxidantes

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

AM Adultos Mayores

ARN Acido Ribonucleico

ATP Adenina Trifosfato

G3PDH Gliceraldehido 3 Fosfato Deshidrogenasa

PARP Poli polimerasa de ADP ribosa

ADP Adenina Difosfato

G3P Gliceraldehido-3 Fosfato

NAD+ Nicotinamida Adenina Dinucle6tido oxidada

NADPH Nicotin-Adenin-Dinucleotido Fosfato Reducido

AGEs Productos Finales de glucosilacion no enzimatica

CMLV Células del Musculo Liso Vascular

Ang Il Angiotensina Il

GTPasa Guanosin trifostasa

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

HPLC-EC Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Detector
Electroquimico

LC-MS Cromatografia de Liquidos Acoplado a Masas

GC-MS Cromatografia de Gas acoplado a Espectrometria de Masa

CPD Dimeros de Ciclobutano-pirimidina

ERNs Especies Reactivas del Nitrégeno

HbAlc Hemoglobina Glucosilada

LPO Lipoperoxidos

SOD Superoxido Dismutasa

GPx Glutation Peroxidasa

CAT Capacidad Antioxidante Total
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PCR Proteina C Reactiva

ELISA Inmunoensayo Ligado a Enzima
ANOVA Andlisis de Varianza

RM Raz6n de Momios

IC Intervalo de Confianza

RL Radicales Libres

ADN Acido Desoxirribonucleico

MDA Malonaldehido

uv Ultra Violeta

EROs Especies Reactivas de Oxigeno
NADH Nicotin Adenin Dinucleétido Reducido
GAPDH Gliceraldehido -3 fosfato deshidrogenasa
TAS Tension Arterial Sistélica

TAD Tension Arterial Diastélica

EDTA Acido Etilendiamintetracético

HDL Lipoproteinas de Alta Densidad
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. RESUMEN

Introduccion: El estrés oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio entre las
moléculas de alto potencial oxidante derivadas del oxigeno conocidas como
radicales libres (RL) y los sistemas antioxidantes, siendo un fenémeno transitorio
gue ocurre por el metabolismo normal, sin embargo se sefala que durante el
envejecimiento se intensifica por incremento de RL o deficiencia de los sistemas
antioxidantes, la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) es uno de los marcadores
mas comunmente utilizados para evaluar la capacidad de reparacion de dafio
oxidativo del ADN. Lo que se traduce en dafio al ADN con alteraciones en los
mecanismos de reparacion del mismo, provocando una predisposicion a
enfermedades cronico-degenerativas, entre los que destacan por su alta
prevalencia la hipertension arterial y la diabetes mellitus.

Objetivo: Determinar la frecuencia y grado de dafio oxidativo al ADN asi como la
capacidad de reparacion en adultos mayores con diabetes mellitus o hipertension
arterial.

Material y métodos: Se llevé a cabo un estudio transversal comparativo en una
muestra de 207 adultos mayores: (i) 68 clinicamente sanos, (i) 78 con
hipertension arterial y (iii) 61 con diabetes mellitus. El dafio al ADN se midi6 por la
técnica del ensayo cometa, los niveles de 8-OHdG se midieron por ELISA
competitivo (Trevigen). Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el
programa SPSS V.15, aplicando como pruebas de comparacion X2, ANOVA v,
razon de momios (RM) e intervalo de confianza al 95% para calculo de riesgos.

Resultados: ElI 59% del grupo de diabéticos y el 53% de los hipertensos
presentaron dafio oxidativo al ADN, en contraste con el 31% del grupo de
ancianos sanos. Al evaluar a la diabetes como factor de riesgo de dafio al ADN se
encontrd una RM de 3.2 (ICos%, 1.6-6.7, p<0.05). Asimismo, para la hipertension
arterial la RM fue de 2.5 (ICgs%, 1.3—4.9, p<0.05). En cuanto a los niveles
excrecion de 8-OHdG, como marcador de reparacién del ADN, se observé una
disminucién mas acentuada en el grupo de hipertensos (sanos, 154.89; diabéticos
139.27; hipertensos, 118.98nM), cuya diferencia estadistica fue limitrofe (p=0.06).

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que la diabetes mellitus y la
hipertension arterial causan dafio oxidativo al ADN vy fisiopatolégicamente
afectan la capacidad de reparacién, apoyando la propuesta de indicar
suplementos antioxidantes como parte del tratamiento de la diabetes mellitus y
la hipertension arterial en la vejez.

10
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II. INTRODUCCION

Actualmente el proceso de envejecimiento ha tomado gran relevancia por tratarse
de un proceso irreversible, progresivo, intrinseco y universal. De esta manera el
envejecimiento es multifactorial, caracterizado por un desequilibrio homeostético
provocado por los cambios morfolégicos, fisiolégicos, bioquimicos y psicolégicos,
que con el tiempo se presenta en todos los seres vivos a consecuencia de la

interaccion de la genética del individuo y su medio ambiente.

Por otro lado, el estrés oxidativo (EOx) es un estado que se caracteriza por un
desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) y la capacidad
antioxidante de las células con presencia excesiva de radicales libres (RL), lo cual
con lleva a un dafio a biomoléculas, lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos. Debido a que el acido desoxirribonucleico (ADN) es de suma
importancia en la informacién genética de un individuo, ha tomado importancia en
el dafio oxidativo que presenta y su relacién con el envejecimiento, asi como en el
caso de las enfermedades crénicas no transmisibles como la diabetes mellitus y la

hipertension arterial.

Al respecto, se ha demostrado ampliamente que la hiperglucemia, tanto
intracelular como extracelular, genera una mayor produccion de radicales libres
(RL), con ello se incrementa el dafio por estrés oxidativo (EOx). EI EOx es el
promotor del desarrollo de las multiples complicaciones asociadas a la diabetes
mellitus (DM), asi mismo el EOx esta involucrado en la apoptosis (muerte celular

programada) de las células B pancreaticas de los islotes de Langerhans y la

11
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resistencia a la insulina, que se observan en la DM1 y la DM2, respectivamente. Al
existir un produccién elevada de RL que se producen excesivamente en la
mitocondria cuando el oxigeno se reduce de manera incompleta durante la
fosforilacion oxidativa. Estos RL ocasionan dafio celular por oxidacién de lipidos,

proteinas y cortes en la doble cadena del DNA.

En el sistema cardiovascular, las especies reactivas de oxigeno (EROS)
desempeiian un papel fundamental fisiolégico en el mantenimiento cardiaco y
vascular en la integridad de este, asi como una disfuncibn asociada en
condiciones tales como la hipertension y la diabetes. La hipertension es un factor
de riesgo para muchas otras enfermedades vasculares como la aterosclerosis y la
apoplejia. El desequilibrio provocado por produccion de los EROs en la
hipertension arterial puede llevar un estado de estrés oxidativo, debido en gran
medida, al exceso de Oz~ y la disminucion de la liberacién de NO (6xido nitrico) en
la remodelacion cardiovascular y en la vasculatura del rifidn, mediado por los

EROs.

Debido a la importancia en el aumento de adultos mayores en las proximas
décadas en México y que muchos de ellos cursan con diabetes mellitus y/o
hipertension arterial, es importante encontrar mecanismos que permitan el control
de las personas en la adultez, como podria ser el caso del ejercicio fisico que
contribuye a disminuir los efectos del envejecimiento y proporcionar beneficios en

diferentes funciones.

12
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Finalmente existen pocos estudios realizados sobre el tema, por lo que el presente
estudio tiene como objetivo relacionar el dafio al ADN y la capacidad de

reparacion en adultos mayores con hipertension arterial & diabetes mellitus.

13
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lll.  MARCO TEORICO

3.1 Envejecimiento

El envejecimiento lo definimos como un “proceso gradual y adaptativo,
caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostética, debido a
las modificaciones morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas y psicolégicas,
propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste acumulado ante
los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo en un
ambiente determinado”. Es importante resaltar que el envejecimiento es un
proceso multifactorial que involucra mecanismos biolégicos, psicolégicos vy

sociales, de ahi que su aparicién y evolucién sea individualizada. *

En la Unidad de Investigacion en Gerontologia de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, considerando las evidencias cientificas hemos
definido al envejecimiento como un proceso gradual y adaptativo, caracterizado
por una disminucion relativa de la respuesta homeostética, debida a las
modificaciones morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y psicoldgicas, propiciadas
por los cambios inherentes de la edad y al desgaste acumulado ante los retos que
enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo en un ambiente

determinado. 1

Acorde con el ciclo vital humano se ha establecido que el envejecimiento se inicia
después de alcanzar la madurez bioldgica, psicolégica y social, y no desde la
concepcion del nacimiento. Asimismo, después de la nifiez, durante la adultez

ocurre un proceso de consolidacion psicobiologica que empieza a declinar en

14
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________|
términos generales a partir de la quinta década de la vida (aproximadamente a los

45 afnos), de ahi que se acepte que a partir esa etapa se inicia el proceso de

envejecimiento o senescencia. !
3.2 Ciclo vital humano

Durante el ciclo de vital humano se presentan 4 fases bien delimitadas, cuya
respuesta y carga alostatica son diferentes. Al respecto, bajo el enfoque de la
influencia del tiempo se ha sefialado de manera erronea que el envejecimiento se
inicia desde la concepcion, no obstante, desde el punto de vista estructural y
funcional, es inadecuado suponer que el embridén y después del nacimiento el nifio
cursa por un proceso de envejecimiento, cuando realmente los cambios que
presenta estdn encaminados hacia el desarrollo morfolégico, fisiolégico y mental,
el cual se alcanza al final de la adolescencia y se consolida en la adultez. Por tal
motivo resulta ilégico, hablar de desgaste o envejecimiento en la nifiez cuando no

se ha alcanzado el maximo de desarrollo. 2

1) La fase de desarrollo se inicia desde la concepcién y culmina en
promedio alrededor de los 25 afios de edad (segunda década), durante
la cual se alcanza el nivel estructural y funcional optimo (maximo) del
organismo. 2

2) La etapa de madurez que inicia después de los 25 afios y termina en
promedio alrededor de los 44 afos (cuarta década) en cuya fase se

consolida estructural y funcionalmente el organismo. ?

15
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3) En términos generales se considera que el envejecimiento comienza en
la cuarta década de la vida y finaliza con la muerte, aunque no debemos
olvidar que su inicio y caracteristicas de presentacibn son
individualizadas. Al respecto la esperanza de vida al nacer promedio de
los paises desarrollados es de 80 afios, por lo que, en general se acepta

gue la etapa de envejecimiento abarca de los 45 a los 80 afios. 2

4) La etapa de longevidad maxima potencial abarca de los 81 a los 130
afos. En esta fase se presenta una atrofia y disminucién fisioldgica
gradual en todos los tejidos y 6rganos, caracterizada por un decremento
de la respuesta homeostética, debido a la carga alostética que se

acumula con el tiempo ?

3.3Transicion demografica

El envejecimiento poblacional secundario a la transicion demogréfica, repercute en
las causas de morbilidad y mortalidad de la poblacién. En México hasta 1970
figuraban como principales causas de muerte las enfermedades infecciosas
(Figura lIl.1), las cuales han sido sustituidas por las cronicas no transmisibles, de

ahi que se sefiale que el pais esta cursando por una transiciéon epidemiolégica.!

16
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Figura Ill.1.Proyecciones de Poblacién 2000-2050. Fuente CONAPO 2005 3

3.4Transicion epidemioldgica

El envejecimiento poblacional secundario a la transicion demogréfica repercute en
las causas de morbilidad y mortalidad de la poblacion. En México hasta 1970 las
principales casas de muerte eran las enfermedades infecciosas, sin embargo al
igual que en el resto del mundo han sido sustituidas por las enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT), de ahi que se sefiale que el pais esta cursando

por una transicion epidemiologica.

En este sentido las tres principales causas de muerte en los adultos mayores en
México y de manera articular en poblacion de 65 afios o mas, se encuentra la
Diabetes mellitus, enfermedades isquémicas del corazon y enfermedad

cerebrovascular. Cuadro 111.1 3

Por otra parte destaca la prevalencia de diabetes en los grupos de edad avanzada

de 60 a 69 afnos con un 26.3% en mujeres y un 24.1% en hombres y en el grupo

17
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de edad de los 70 a 79 afos con un 27.4 y 21.5% en mujeres y hombres

respectivamente.*

Ademas la prevalencia de hipertension arterial en los grupos de edad de 60 a 69
afios marca un 20.4% y en el grupo de 70 a 79 afios un 25.1%. Entre las primeras
causas de morbilidad figura la hipertensién arterial, con una prevalencia de 50%
de los hombres a partir de los 60 afios se presenta hipertension arterial, mientras
gue, en las mujeres, la afeccion se presenta en casi 60% para el mismo periodo

de edad.®

18
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Cuadro Ill.1. Principales causas de mortalidad en edad posproductiva (>65
afnos) en la Republica Mexicana, 2008.

Orden Descripcion Defunciones  Tasa* %

Total 292 027 4,880.2 100.0
1 Diabetes mellitus 37 509 626.8 12.8
2 Enfermedades isquémicas del 37 380 624.7 12.8

corazoén
3 Enfermedad cerebrovascular 20 327 339.7 7.0
4 Enfermedad pulmonar 16 514 276.0 5.7

obstructiva cronica
5 Enfermedades hipertensivas 9521 159.1 3.3
6 Cirrosis y otras enfermedades

cronicas del higado 8 966 149.8 3.1
7 Infecciones respiratorias agudas

bajas 8161 136.4 2.8
8 Nefritis y nefrosis 6 323 105.7 2.2
9 Desnutricion calérico proteica 6 136 102.5 2.1
10 Tumor maligno de traquea,

bronquios y pulmén 4 653 77.8 1.6
11  Tumor maligno de la prostata 3992 66.7 14
12  Tumor maligno del higado 3161 52.8 1.1
13  Tumor maligno del estbmago 3 086 51.6 1.1
14  Anemia 2370 39.6 0.8
15 Tumor maligno del pancreas 2169 36.2 0.7
16 Tumor maligno del colon y recto 1948 32.6 0.7

17 Demencia y otros trastornos
degenerativos y hereditarios del

Sist. Nervioso Central 1862 31.1 0.6
18 Ulcera péptica 1754 29.3 0.6
19 Accidentes de trafico de

vehiculo de motor 1624 27.1 0.6
20 Enfermedades infecciosas

intestinales 1587 26.5 0.5

Causas mal definidas 7 876 131.6 2.7

Las demas 105 108 1,756.5 36.0

* Tasa por 100,000 habitantes. Proyecciones de la Poblacién de México 2005 -
2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.

19



Héctor Hugo Pérez Magallanes

3.5 Enfermedades crénicas no transmisibles

Las enfermedades crénicas no trasmisibles o incapacitantes son aquellas que
comunmente se adquieren por medio de estilos de vidas inapropiados, aunque
siempre hay que considerar que existen factores genéticos de naturaleza
hereditaria que concierne a estas condiciones. La diferencia entre una condicion
cronica y una infecto-contagiosa se fundamenta sobre el hecho de que las
enfermedades no transmisibles crénicas no son transmitidas mediante el contacto

personal. ©

Las enfermedades crdnicas tienen las siguientes caracteristicas:

o« Comunmente estas enfermedades toman un periodo de tiempo
prolongado para que se desarrollen.

o Estas enfermedades ocasionan una destruccion progresiva de los
tejidos.

« Interfieren con la capacidad del cuerpo para funcionar de forma
optima.

e Algunas enfermedades no transmisibles cronicas pueden
prevenirse; es posible minimizar los efectos de alguna

enfermedad. 2
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3.6 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM), comprende a un grupo heterogéneo de enfermedades
sistémicas, cronicas, de causa desconocida, con grados variables de
predisposicion hereditaria y la participacion de diversos factores ambientales que
afectan al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas
gue se asocian fisiopatoldgicamente con una deficiencia en la cantidad, cronologia
de secreciébn y/o en la accion de la insulina. Estos defectos traen como
consecuencia una elevacién anormal de la glucemia después de cargas estandar
de glucosa e incluso en ayunas conforme existe mayor descompensacion de la
secrecion de insulina. Estas enfermedades se acompafian, en grado variable, de
complicaciones con compromiso de vasos sanguineos  pequefios

(microangiopatia) que se manifiesta como retinopatia, nefropatia, etc. ’

Existe aceleramiento en el proceso de ateroesclerosis (macroangiopatia), con
mayor predisposicion a infarto del miocardio, a obstruccion de las arterias
cerebrales y de los miembros inferiores. Son comunes las lesiones de la piel

(dermopatia), nervios (neuropatia) y el cristalino (cataratas). ’

Hay dos tipos de diabetes mellitus, la diabetes mellitus-insulino de dependiente
(DMID) o tipo 1, que se inicia generalmente durante la juventud y la diabetes
mellitus no insulino-dependiente (DMNID) o tipo 2 (ver cuadro 111.3), de inicio en la
etapa adulta, siendo esta ultima la que observamos con mayor frecuencia en los

adultos mayores y por lo tanto, seréa la que se aborde en este trabajo.”’
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La DM tipo 2 puede causar lesiones graves en diferentes 6rganos, tales como
ceguera, insuficiencia renal, cardiopatia isquémica, enfermedad vascular cerebral,
enfermedad vascular periférica con gangrena y amputacion de miembros de
miembros superiores o0 inferiores. El proceso fisiolégico comun de dichas
complicaciones involucra el endotelio vascular de los 6rganos afectados que son

dafiados de forma irreversible por los siguientes mecanismos:

e Incremento en la concentracion de glucosa extracelular y consecuente
aumento en flujo hacia el interior de las células que no requieren la
participacion de la insulina.

e Aumento en el proceso de glucosilacion no enzimatica.

e Incremento en el EOx causado por la glucosilacion vy la auto-oxidacion

de la glucosa. ’
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|
Cuadro lll.2. Clasificacion Diabetes Mellitus

Dependiente de No dependiente de Relacionada con Otras
insulina (Tipo I) insulina (Tipo I1) desnutricion

Diabetes mellitus Diabetes mellitus Dependiente de Neonatal
labil con obesidad o sin insulina
obesidad.

De inicio en la De inicio en la edad No dependiente No dependiente

juventud adulta. de insulina de insulina
Con tendencia a De inicio en la Glucosuria del
la cetosis madurez. embarazo, parto
y puerperio
No cetdsico.
Estable

Tolerancia a la
glucosa alterada

Diabetes renal

Tolerancia a la
glucosa alterada
Hipoinsulinemia
postquirdrgica

Tomado de: NOM-015- SSA2-1994, Para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes mellitus en la atencién primaria.’
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3.7 Hipertension arterial

La Hipertension Arterial Sistémica (HAS) se define como el padecimiento
multifactorial caracterizado por el aumento sostenido de la Presion arterial
sistdlica, diastdlica o ambas, en ausencia de enfermedad cardiovascular, renal o
diabetes >140/90 mmHg, en caso de presentar enfermedad cardiovascular o
diabetes >130/80 mmHg y en caso de tener proteinuria mayor de 1.0 g e

insuficiencia renal > 125/75 mmHg. 8

Cuadro lll. 3 Clasificacion de la Hipertensidn Arterial Sistémica

Categoria Sistolica mmHg Diastolica mmHg
Optima <120 <80
Presion arterial normal 120 a 129 80 a 84
Presién arterial 130 a 139 85a 89
fronteriza
Hipertension 1 140 a 159 90 a 99
Hipertension 2 160 a 179 100 a 109
Hipertension 3 =180 2110
Hipertension sistolica > 140 <90
aislada

Tomado de: NOM-030-SSA2-2009, Para la prevenciéon, detecciéon, diagndstico,
tratamiento y control de la hipertension arterial sistémica. 8

Debido a su etiologia la HAS puede ser clasificada de la siguiente manera

e Primaria o Esencial: Se presenta en la mayor parte de los casos, no hay
una causa organica identificable; entre otros mecanismos participan la
herencia, alteraciones en el sistema nervioso simpatico, el volumen
sanguineo, el gasto cardiaco, las resistencias arteriolares periféricas, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona, la sensibilidad al sodio y la

resistencia a la insulina. 8
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e Secundaria: Se identifica una causa organica, que puede ser:

o Renal: glomerulopatias, tubulopatias y enfermedades intersticiales.

o Vascular: Coartacibn de la aorta, hipoplasia de la aorta,
renovascular, trombosis de la vena renal, arteritis.

o Endocrina: Enfermedades de la tiroides o de la paratiroides,
aldosteronismo primario, sindrome de Cushing, feocromocitoma.

o Del Sistema Nervioso Central: Tumores, encefalitis, apnea del
suefo.

o Fisicas: Quemaduras.

o Inducidas por medicamentos: Esteroides  suprarrenales,
antiinflamatorios no esteroideos, inhibidores de la ciclooxigenasa 2,
anfetaminas, simpaticomiméticos, anticonceptivos orales,
ciclosporina, eritropoyetina, complementos dietéticos.

o Inducidas por toxicos: Cocaina, orozuz (Regaliz), plomo.

o Inducidas por el embarazo: Incluye pre-eclampsia y eclampsia
3.8 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas del oxigeno (EROS) y la capacidad antioxidante
de las células. En el paso a la vida oxigenada las células se dotaron de sistemas
antioxidantes que pueden ser enzimaticos y por lo tanto involucran mecanismos
algunas veces complejos, y no enziméticos en los que participan biomoléculas que

generalmente poseen menor peso molecular que las enzimas. %910
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1
La produccion de especies reactivas del oxigeno se produce constantemente en la

mitocondria. Entre 2 a 5 % del oxigeno que entra en la cadena respiratoria se
reduce de forma univalente para dar radical superdxido. Las sustancias que
participan en las reacciones de los sistemas de defensa antioxidante se inactivan
o deterioran en determinadas situaciones. Este deterioro puede ser causado por
alguna enfermedad crénica o transitoria que provoca incrementos sustanciales en

la produccién de oxidantes y prooxidantes. Figura IIl.2, 211-12
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b) [ROS 'AO | Defecto en la funcién
(b) ROS Fisioldgica Incremento de
ERO se presenta un
desequilibrio. Estrés
(c)
(a) ROS AO

«— _RoS A0

A A

Incremento de EROs e

Linea base homeostatica

Balance entre EROs y incremento de ’
Defensas antioxidantes. No estrés
oxidativo.

(d)

s

AO

Linea base de AOX, A

regulacion por aumento, No
estrés oxidativo.

Figura lll.2. Unailustracion simplificada de las relaciones entre las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y las defensas antioxidantes incluyendo cuando se presenta el estrés
oxidativo. (a) En la linea base de la condicion homeostatica, tanto ROS vy los niveles de
antioxidantes (AO) son bajos, con defensas adecuadas para equilibrar la produccion de
ROS por lo que no hay estrés oxidativo. (b) Un aumento en la producciéon de ROS
inicialmente puede exceder la capacidad del sistema antioxidante, lo que lleva a un periodo
de estrés oxidativo. (c) Si el aumento de ROS es pequefio, puede ser acompafiado por un
mayor despliegue de antioxidantes, previniendo el estrés oxidativo adicional. Si la
elevacion de ROS es so6lo temporal, entonces habra un retorno a (a), la posicién
homeostatica. (d) La exposicion y la elevacion mas prolongada de ROS pueden inducir al
organismo para aumentar permanentemente sus niveles de antioxidantes de linea de base,
por lo que es mas capaz de hacer frente a futuros eventos oxidativos. Tomado de
Monaghan (2009) !
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1

3.9 Estrés oxidativo, envejecimiento y enfermedad

Durante el envejecimiento se incrementa la generacion de radicales libres (RL), de
ahi que durante esta etapa de la vida, el estrés oxidativo (EOx) se observa como
una condicion normal desde el punto de vista estadistico, aunque no deseable
desde el punto de vista bioldgico, ya que, los RL causan dafio oxidativo a
macromoléculas (ADN, proteinas, carbohidratos vy lipidos), favoreciendo la
presencia o complicaciones de un gran namero de padecimientos agudos y
cronicos, entre los que destacan los procesos inflamatorios en general, la diabetes
mellitus, la aterosclerosis, distintos tipos de cancer, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, asma bronquial, cataratas, degeneracion macular, infeccién
por virus de inmunodeficiencia humana(VIH), artritis reumatoide, enfermedad de
Alzheimer, apnea obstructiva del suefo, infurto del miocardio, enfermedad
cerebro-vascular, isquemia reperfusion, sepsis, insuficiencia renal, pancreatitis
aguda, cirrosis hepatica, osteoporosis, enfermedad periodontal y caries entre otros

(Cuadro 111.4). 2
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Cuadro lll.4. Enfermedades vinculadas con el estrés oxidativo.

l. Cardiovascular

Il. Neurolégico

. Infecciosos

V. Céancer

V. Isquemia-reperfusion
V1. Respiratorio

VIl.  Endocrino: diabetes mellitus
VIll.  Renal

IX. Hepatico

X. Huesos y articulaciones
XI. Ojos

XIl.  Pancreas

XIll.  Bucodental

XIV. Piel

Tomado de: Rodriguez (2003) ?

3.10 Diabetes mellitus y estrés oxidativo

Se ha demostrado ampliamente que la hiperglucemia, tanto intracelular como
extracelular, genera una mayor produccion de radicales libres (RL), principalmente
el radical superoxido (O2), y con ello se incrementa el dafio por estrés oxidativo
(EOx). ElI EOx es el promotor del desarrollo de las mdultiples complicaciones
asociadas a la DM, asi mismo el EOx esta involucrado en la apoptosis (muerte
celular programada) de las células B pancreéticas de los islotes de Langerhans y
la resistencia a la insulina, que se observan en la DM1 y la DM2, respectivamente.
Los radicales superoxido (O2 ), peroxido de hidrégeno (H202) e hidroxilo (-OH) se
producen excesivamente en la mitocondria cuando el oxigeno se reduce de
manera incompleta durante la fosforilacion oxidativa. Estos RL ocasionan dafio

celular por oxidacion de lipidos, proteinas y cortes en la doble cadena del DNA. No
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obstante, el organismo posee enzimas antioxidantes para eliminar los RL, tales
como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa y glutation

reductasa. 1-213-14

Varios estudios han sugerido que la disfuncion de las células 3 es ocasionada por
los altos niveles de glucosa y acidos grasos libres o combinacion de ambos. Las
células B son particularmente sensibles a los EROs debido a que tienen bajos
niveles de enzimas antioxidantes como la catalasa, glutation oxidasa y la
superoxido dismutasa. Por lo tanto la capacidad que tiene el estrés oxidativo de
dafar las mitocondrias y la secrecion de insulina no es sorpréndete. Por ejemplo
se ha demostrado que el estrés oxidativo generado a corto plazo en un
preparacion de células B en H202, incrementa la produccion de p21 y decrece la

insulina del ARNm, ATP citosolico y el flujo de calcio en citosol y la mitocondria.*3

Se han descrito varias rutas metabolicas vinculadas con el estrés oxidativo e
implicadas en las complicaciones de la diabetes mellitus 2, entre ellas se
encuentra la ruta del sorbitol (o de la aldosa-reductasa), la ruta de la glucosilacién
no enzimatica de proteinas, la autoxidacion de la glucosa, la modificacion de la
actividad de la protein-cinasa C, la pseudohipoxia, el metabolismo alterado de
lipoproteinas y la alteracion via citocinas.146- De entre todas las mencionadas,
las vias de la autoxidacién de la glucosa, la del sorbitol y la glucosilacién no
enzimatica de proteinas han sido las mas estudiadas.

Durante la autoxidacién de la glucosa se generan productos oxidantes a partir de
la enolizacién de la glucosa, de entre ellos se ha demostrado que el gliceraldehido

en presencia de metales pesados, como el Fe*?, puede formar el radical anién
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superoxido, y éste puede ser convertido en agua a través de las enzimas
antioxidantes o generar otros radicales mas dafinos dependiendo de las
condiciones. °

Por otra parte, la produccién excesiva de Oz inhibe la actividad de una de las
enzimas limitantes de la glucdlisis, la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(G3PDH). La inactividad de G3PDH se debe a modificaciones estructurales de la
enzima causadas por la adhesion de polimeros de ADP ribosa sintetizados por la
polimerasa poli [ADP ribosa] (PARP). La PARP reside en el nucleo en forma
inactiva, pero cuando el DNA sufre algun dafio se estimula su actividad. Este
fendmeno ocurre cuando, en estado de hiperglucemia, se produce un exceso de
02" que rompe la cadena de DNA. Una vez activada la PARP, ésta fracciona a la
molécula de nicotinamida adenina dinucledtido oxidada (NAD+) en sus 2
componentes, el acido nicotinico y la ADP-ribosa, y posteriormente sintetiza
polimeros de ADP-ribosa, estos polimeros se acumulan y adhieren a la G3PDH y
otras proteinas nucleares provocando alteraciones en la estructura y funcién de
dichas proteinas. Por esta razon, en diabéticos, el nivel del gliceraldehido-3 fosfato
(G3P) se encuentra elevado al no poder ser metabolizado por la G3PDH, y la
acumulacion de G3P activa cuatro mecanismos diferentes de dafio tisular:
glucosilacion de proteinas y formacion de productos finales de la glucosilacion
avanzada; activacion de las vias del sorbitol, de las hexosaminas y de la proteina
cinasa C.1-216-24

Con relacién a la via del sorbitol, se propone que dados los niveles altos de
glucosa circulantes en la sangre, se sigue la via metabdlica de la enzima aldosa

reductasa, ésta es de baja afinidad a concentraciones normales de glucosa,
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genera sorbitol a partir de la glucosa y utliza al NADPH (nicotinamida
adenindinucleétido fosfato) como cofactor. Debido a que el potencial antioxidante
del glutation depende del suministro de NADPH (pues lo requiere para su
regeneracion), el flujo de este cofactor por otra via, como la del sorbitol, altera el
balance oxidantes-antioxidantes hacia el lado de los primeros propiciando EOx.*
25

Ademas, se ha demostrado que el sorbitol asi generado tiene efectos sobre la
fisiologia de las células, que toman libremente la glucosa (y que contienen la
enzima aldosa reductasa) como son el lente del cristalino, las neuronas, los
gloébulos rojos y las nefronas, que sufren cambios osméticos y en la permeabilidad
por el incremento de sorbitol, propiciAndose la opacidad en el cristalino, la
disminucién en la velocidad de conduccion nerviosa, alteraciones de las funciones

de la nefrona, etc. complicaciones tipicas de los pacientes diabéticos.4 24-26

Por otra parte, la glicosilacion no enzimética de proteinas, también denominada
glicatacién o reaccion de Maillard, es conocida desde hace mucho tiempo por su
aplicaciéon a la industria de los alimentos, y tomé relevancia fisiolégica cuando se
descubrieron las particulas de hemoglobina glicosilada en sangre de sujetos sanos
y su incremento en los diabéticos.?® Quimicamente hablando es una reacciéon que
sucede en tres etapas, la primera se da por la adicion de un grupo amino primario
(de una proteina o de fosfolipidos) al grupo carbonilo del azucar, formandose una
base de Schiff, este es un compuesto poco estable pero si no disminuye la

concentracion de glucosa circulante puede avanzar hacia la segunda etapa de la
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________|
reacciéon con la formacion de un compuesto que se ha llamado genéricamente

como compuesto de Amadori, en el cual se da nuevamente un rearreglo interno
para mayor estabilidad pero que genera mas carbonilos reactivos; hasta este
punto la reaccién es todavia reversible y puede regresar hacia la base de Schiff e
incluso hasta la parte inicial si disminuye la concentracién de glucosa; sin
embargo, si la reaccidén no se revierte, los grupos carbonilos de los productos de
Amadori son capaces de reaccionar nuevamente con grupos amino de proteinas y
originar moléculas mas grandes por el entrecruzamiento del azucar con otras
proteinas (tercera etapa), los compuestos asi generados se han denominado
productos finales de glicosilacion no enziméatica o AGEs (del inglés Advanced
Glycosylation End Products) que son estructuras fluorescentes, que se forman
lentamente en reacciones fuertemente desplazadas hacia la derecha, es decir
hacia la formacion de los productos y que se ven propiciadas por la presencia de

oxigeno y metales reductores. 1424

Esta reaccion puede afectar la funcionalidad de las células, ya que la glicosilacion
afecta la actividad biologica de las proteinas, por medio de tres mecanismos
generales: la modificacion de proteinas extracelulares (de bajo recambio), el
desencadenamiento de procesos intracelulares por unidbn a receptores
extracelulares y alteraciones de proteinas intracelulares.?>?’ En los sujetos
diabéticos, donde se conjuntan las condiciones para que se generen los AGEs, se
ha descrito la union de éstos a receptores especificos del tipo de las
gammaglobulinas, en la superficie celular de macrofagos, monocitos y células

endoteliales, desencadenando la liberacion de RL de oxigeno y EOx.38,42 Es asi
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como la hiperglucemia crénica se ha vinculado con el EOx en los pacientes
diabéticos, en los cuales se han descrito niveles elevados de marcadores de
oxidacion, ademas de asociacion con el control glucémico y los AGEs. Por otro
lado, se ha vinculado al EOx con los niveles bajos de insulina en los pacientes
diabéticos, ya que se ha demostrado que las células beta del pancreas no son
inmunes al dafio por los RL, asi que ya instala la enfermedad es posible que
empeore la situacion del sujeto diabético, dado que disminuye la secrecion de
insulina en el pancreas por interferencia de los RL sobre el proceso normal de

produccion y secrecion de insulina.?®

3.11 Hipertensidn arterial y estrés oxidativo.

En el sistema cardiovascular, las especies reactivas de oxigeno (EROSs)
desempefian un papel fundamental fisiol6gico en el mantenimiento cardiaco y
vascular en la integridad de este, asi como una disfuncibn asociada en
condiciones tales como la hipertension, la diabetes, la aterosclerosis entre otros.
En condiciones fisiologicas, las EROs se producen de manera controlada a bajas
concentraciones y funcionan como moléculas de sefalizacibn que regulan la
contracciéon y relajacion de las células del musculo liso vascular (CMLV) y su
crecimiento. Bajo condiciones patoldégicas donde se encuentran elevados los
niveles de EROs provocan una disfuncion endotelial, aumento de la contractilidad,
crecimiento de las CMLV y apoptosis, migracion de monocitos, peroxidacion

lipidica, inflamacién, y un aumento en la deposicion extracelular de proteinas de
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la matriz, que son los procesos principales que contribuyen al dafio vascular en la

enfermedad cardiovascular. 2°

La hipertension es un factor de riesgo para muchas otras enfermedades
vasculares como la aterosclerosis y la apoplejia, la base molecular de la
hipertension es compleja; mas de 50 genes han sido implicados en la regulacion
de la presidbn sanguinea. Recientemente la funcién del receptor AT1 en la
hipertension ha sido objeto de intensa investigacion en modelos in vitro y
animales. La Angiotensina Il (Ang Il) modula la hipertension a través de su efecto
sobre el sistema renina-angiotensina, y la estimulacion de los receptores AT1 en la
parad vascular que conducen a la activacion de NADH/NADPH oxidasa en las
células vasculares. El estrés oxidativo resultante se considera un mecanismo
unificador para la hipertension y la aterosclerosis. Ademas de su efecto indirecto
sobre la activacibon NADPH oxidasa a través del receptor AT1, la Ang Il también
puede regular directamente la activaciéon de la NADPH mediante la induccién
rapida de una translocacion de GTPasa rac 1 a la membrana celular, o0 mediante
la fosforilacion oxidativa y translocacion de p47phox a la membrana celular. EL
estiramiento mecanico, es un sello distintivo de la hipertensién arterial,
recientemente se demostré por medio de la induccién de la membrana a través de
p47phox la traslacion y la NADPH oxidasa la activacion de las células del musculo

liso vascular (CMLV).30-31

35



Héctor Hugo Pérez Magallanes

1
3.12 Biomarcadores del dafio oxidativo
Una vez que se producen los radicales libres tanto como las especies reactivas del
oxigeno, estos tienen la capacidad de difundirse a través de la célula y atacar
diversos componentes celulares. Los blancos prominentes de las especies

reactivas de oxigeno son: lipidos, proteinas y el ADN.

3.12.1 Dafio a lipidos

Los lipidos tienen un papel importante y funcional en la estructura de la
membrana, la lipoperoxidacion (LPO) pude provocar alteraciones en la
permeabilidad hasta la muerte celular. Los dobles enlaces que se encuentran en
los acidos grasos polinsaturados son blancos faciles para el ataque de los RL; la
abstraccion de un atomo de hidrogeno de los dobles enlaces, se obtiene una
especie que interactia con el Oz resultando el radical peroxilo, el cual pude
reaccionar con otros acidos grasos de la membrana formando mas el RL y formar

una reaccion en cadena. 11.32

En la LPO, los radicales que se forman pueden causar también dafio a las
proteinas membranales, inactivando receptores 0 enzimas que se encuentran
unidas a las membranas, asi como la produccién del pigmento de envejecimiento
llamado lipofucsina, del mismo modo hay un efecto sobre las lipoproteinas
plasmaticas; cuando hay una aumento en la lipoperoxidacion se le asocia el

proceso del envejecimiento.
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3.12.2 Dafo a proteinas

La accion de los RL sobre las proteinas se da en los enlaces insaturados, los
anillos aromaticos y los grupos tiol (-SH) 33; porque lo que los aminoéacidos son
fragmentados alterando sus estructura y su funcion. Dentro de los amino&cidos de
la tirosina, fenilalanina, triptéfano, metionina, histidina, el cual forma un
entrecruzamiento por lo que pueden ser susceptibles a las enzimas proteoliticas
debido a la formacién del grupo carbonilo, la creacion de grupos N-terminales o

cambios conformacionales. 11.34.35

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

proteina.®*

3.12.3 Dafio al ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN), es el material hereditario de los seres
humanos y otros organismos estda compuesto nucleétidos que a su vez estan
formados por tres componentes caracteristicos: (1) una base nitrogenada. (2) una
pentosa y (3) un fosfato. La molécula sin el grupo fosfato se denomina nucleosido.
Las bases nitrogenadas derivan de dos compuestos parentales, pirimidina y
purina. EL ADN contiene dos bases principales de purina, la adenina y la guanina
y dos bases de pirimidinas la citosina y la timina, y finalmente una pentosa; 2’-
desoxi-D-ribosa. Los tres componentes forman una doble hélice por uniones no

covalentes. 36-37
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Los efectos observados en los acidos nucleicos por los radicales libres del oxigeno
son por causa de fendmenos de hidroxilacién de bases nitrogenadas, escisién de
hebras de ADN y formacién de uniones cruzadas. Esto ocasiona alteracion en la
duplicacién y transcripcion, que explican la asociacion de la generacion de

radicales libres de oxigenos con la carcinogénesis y el envejecimiento.®®

Al encontrarse expuesto tanto a los factores ambientales como a las actividades
metabolicas, el ADN pude sufrir dafios que si no son reparados dara lugar a

mutaciones y posiblemente a enfermedades. Estos dafios se pueden dividir en:

Darfios enddgenos: provocados por los RL (especies reactivas de oxigeno)
e Dafio exdgenos: radiaciones ionizantes (rayos X, rayos gamma, etc.)

e Radiaciones UV (UV-C. UV-B)

e Sustancias quimicas del ambiente (hidrocarburos)

e Sustancias naturales (aflotoxinas, producidas por hongos que contaminan

la comida).

Se estima que los RL son responsables de aproximadamente 10 000
modificaciones de bases por célula al dia?; lo cual puede generar mutaciones
somaéticas lo que conllevara a la sintesis de proteinas defectuosas, modificaciones
oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones, reordenamiento
cromosoémico y desmetilacion de citosina que activa genes. Se debe de resaltar
que el ADNmt es un mayor blanco al dafio oxidativo que el ADNn 3°-40; 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
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de los ataques o la reparacion ineficaz, por lo que ocurre una acumulacion de

dafio a niveles superiores.tt 41

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 formacién de rompimientos de

cadena doble, lo cual provocaria un dafio permanente o mutagénesis.3

Se ha visto que el dafio oxidativo en el ADN mediado por 'Oz es comin, entre los
componente de los acidos nucleicos los derivados de la guanina son los mas
susceptibles a la oxidacidon 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 oxidacion. Las
mutaciones tienen lugar cuando la cadena de ADN dafada es copiada durante la
duplicacién; en el ADNmt se sugiere que se da tras la exposicion de mutagenos
ambientales, de los errores de la polimerasa, en la falla al momento de la
reparacion y de defectos en los mecanismos de degradacién. El principal RL es el
Oz~ donde al encontrarse en la matriz mitocondrial se convierte de forma
espontanea o enzimatica con la ayuda del superéxido dismutasa en H202; por la
permeabilidad de la membrana permite la difusion facil del H202 y dandose la
reaccion de Fenton, donde se produce el radical hidroxilo dafiando al ADNmt y
obteniendo como resultado aductos como la 8hidroxiguanosina (8-OHdG) y 8-

hidroxiguanina (8-OHG).1% 3442
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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 mutacion 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-performance liquid chromatography), cromatografia de gas acoplado a
espectrometria de masa (GC-MS, del inglés gas chromatoghraphy-mass
spectrometry), cromatografia liquida acoplado a espectrofotometria de masa (LC-
MS, del inglés liquid chromatography-mass spectrometry), HPLC con deteccion
electroquimica  (HPLC-ECD), anticuerpos utilizando el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, del inglés Enzyme-Linked Immuno

Sorbent Assay) y la electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa). 1132

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 que
se ven modificados por la tasa metabdlica (consumo de oxigeno) y ademas de ser
un producto de la oxidacion es también de reparacién por escision. 46°° 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 proliferacion para que se repare correctamente el dafio. Estos
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mecanismos de reparacion se han estudiado mejor en Escherichia coli (E. coli)

aungue se sabe que en las células eucarioticas hay mas proteinas implicadas.3%

41, 43,44

Tipos de dafio y reparacién del ADN
EL dafio al ADN consiste en cualquier cambio que produzca una desviacion en la
estructura de la doble hélice. Hay tres clases mayores de dafio al ADN: cambio de

base, distorsién estructural, dafio en la cadena principal.*®

Cambio de base o conversion

Afecta la secuencia del ADN, con un efecto menor en la estructura, por ejemplo el
remplazamiento del grupo amino en la citosina con el oxigeno convierten a la
citosina en uracilo y esta base solo se presenta en la cadena del ARN. Este tipo
de conversion es proceso de la desaminacion. La desaminacién es el dafio
hidrolitico mas frecuente e importante, y ocurre espontaneamente por accion del
agua, o puede ser inducido por un cambio mutagénico (Figura 111.3.A). Cuando
un par de bases es remplazado UG por CG esto causa una distorsién estructural
menor en la hélice de doble cadena del ADN. Este tipo de dafio no bloquea
completamente el proceso de replicacion o transcripcion, pero pueda producir
ARN mutante o una proteina.

EL ADN es sujeto a dafios por alquilacién, oxidacién y radiacion. Los agentes
alquilantes como las nitrosaminas dan lugar a la formacion de
O%-metilguanina (Figura I11.3.B). En esta modificacion a menudo ocurre un mal

apareamiento de las bases con timina, ocasionando el dafio cuando se cambia un
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par de bases GC por el par AT cuando el ADN es replicado. Los agentes
oxidantes generados por la radiacion ionizante y por los gantes quimicos generan
radicales libres. Estas especies reactivas de oxigeno (por ejemplo Oz, H202 y
OH") pueden generar la 8-oxoguanina (0xoG), un dafio a la guanina que contiene
un atomo de oxigeno extra (Figura I11.3.C). La OxoG es altamente mutagénica, en
un par de bases se puede producir la forma Hoogsteen con la adenina. Esto da
origen a la transversion de GC por TA, lo cual es una de las mutaciones mas

comunes encontradas en las canceres humanos. 4°

Distorsion estructural

La luz ultravioleta (UV) tiene un efecto perjudicial sobre las células debido a la
absorcidén selectiva de los rayos UV. Las bases absorben con mayor fuerza a una
longitud de onda de cerca de los 260nm. Muy frecuentemente la luz UV induce
lesiones en ADN induciendo la formacién de dimeros de pirimidina entre bases de
timina (Figura 111.3.D). Esto también se denomina dimeros de ciclobutano-
pirimidina (CPD), debido a que el anillo de ciclobutano forma enlaces entre los
atomos de carbono 5 y 6 de las timinas adyacentes. Debido a los enlaces
covalentes formados entre las timinas de la misma cadena, esto altera las bases
complementarias para la formacion de la doble hélice. Los dimeros de timina
ocasionan un distorsion estructural del duplex del ADN. La distorsion estructural
puede impedir la transcripcion y replicacion por el bloque del movimiento de las

polimerasas. Consecuentemente, la induccién de dimeros de pirimidina es mas
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grave que el cambio de bases. La irradiacion UV también puede inducir dimeros

de citosina y timina, llamado fotoproductos de pirimidina (6,4)-pirimidona. °

Dafo en la cadena principal

El dafio en la cadena principal incluye la formacién de sitios abasicos (la pérdida
de un nitr6geno base del nucleétido) y ruptura de la doble hebra del ADN. Los
sitios abasicos son generados espontaneamente por la formaciéon de aductos de
bases inestables. Por ejemplo, los nucleétidos de purina, los enlaces azlcar-
purina son relativamente labiles. La hidrolisis de los enlaces N-glicosil en la base
de purina son labiles a la accion del agua (-OH) ente sitio ocurre la depurinizacién
del ADN. Las rupturas de la doble hebra pueden ser inducidas por la radiacién
ionizante (por ejemplo rayos X, materiales radioactivos) y una gran variedad de
productos quimicos. La radiacién ionizante puede atacar (ioniza) al azlcar
desoxirribosa de la hebra principal del ADN o indirectamente generando especies
reactivas del oxigeno. El dafio en la doble hebra es el tipo de dafio mas grave en

el ADN.#®
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Figura Ill.3. Tipos de dafio al ADN. (A) desaminacién por cambio de bases de citosina a
uracilo. (B) alquilacion del oxigeno en la posicién 6 del atomo de carbono que genera O6-
metilguanina. (C) oxidacién de la guanina generando 8-oxoguanina. (D) la radiacion UV
induce la formacion del anillo de ciclo butano entre las timinas adyacentes, formando un
dimero de timina. Esto ocasiona la distorsion estructural del duplex ADN. (E) el 5-
Bromouracilo, es un analogo de la timina, que puede ocasionar un apareamiento de base
con la guanina. Tomado de Lizabeth A. Allison, Fundamental Molecular Biology.
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Reparacion del ADN

Los miles de cambios quimicos aleatorios que producen cada dia en el ADN de
una célula humana, como el dafio provocado por los RL, las radiaciones UV,
agentes alquilantes, errores en la replicacién, etc., son reparados por una variedad

de mecanismos, cada uno catalizado por un grupo diferente de enzimas. 4°

El camino bésico para reparar el dafio del ADN, comprende tres pasos:

1. EL DNA dafado es reconocido y eliminado por uno de los diferentes
mecanismos. Estos involucran a las nucleasas, que escinden enlaces covalentes
gue unen nucledtidos dafiados al resto de la molécula de ADN y deja un pequefio

espacio en una de las cadenas de la doble hélice de ADN en esa region.46-48

2. Una ADN polimerasa de reparacién se une al extremo 3’ del hidroxilo y corta la
cadena de ADN. Después llena el espacio al hacer una copia complementaria de
la informacion almacenada en la cadena inalterada. Aunque es una enzima
diferente de la ADN polimerasa que replica el ADN, la ADN polimerasa de

reparacion sintetiza las cadenas de ADN del mismo modo. 46-48

3. Cuando la polimerasa que repara al ADN llen6é el espacio, una ruptura se
mantiene en el eje azucar-fosfato de la cadena reparada. Esta mella en la cadena
es sellada por la ADN ligasa, la misma enzima que une los fragmentos del ADN de

la cadena retrasada durante la replicacion del ADN.46-48
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3.12.4 Dafo oxidativo al ADN

Las mutaciones somaticas producidas por el dafio oxidativo al ADN son
reconocidas como uno de los factores de riesgo mas importantes para diversos
tipos de cancer, de ahi que se reconozca a los EROs como elementos
cancerigenos. Se estima que cada célula de rata recibe diariamente 100 000
reacciones o “golpes” (hits), mientras que las células humanas son sometidas a 10
000 lesiones potenciales. En ese sentido la mayoria de las lesiones o0 dafios
producidos por la accién de EROs son reparados por enzimas reparadoras del
ADN, sin embargo, este dafio oxidativo se ve acumulando con la edad, por lo que
se calcula que la rata de 2 afios tiene alrededor de 2 millones de lesiones por
célula y las ratas jovenes 1 millén de lesiones. En el humano los ancianos tiene 9
veces mas mutaciones sométicas en los linfocitos por dafio oxidativo al ADN que

los neonatos. 1

El dafio oxidativo al ADN puede ser evaluado a través de marcadores biolodgicos
como la electroforesis celular alcalina (ensayo cometa), cuya técnica es altamente
sensible para detectar dafio de hebra sencilla y doble, la 8-hidroxiguanina (80OHG)
y su nucleétido la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80HdG) excretada por orina. Al
respecto se ha demostrado un dafio significativamente mayor y niveles més altos
de 8-OHG en sujetos con cancer de pulmén, higado y en miomas uterinos, asi
como la cantidad de 80HdG eliminados por orina son mas elevados en sujetos

que sufren de cancer de pulmén y mama en comparaciéon con un grupo control. !

Daflo en el ADN celular puede ser causado por las EROS generado bajo

condiciones diferentes, y varias técnicas que se han desarrollado tienen la
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capacidad para medir las modificaciones oxidativas de las nucleobases en el ADN.
El dafio oxidativo del ADN parece estar relacionada con un mayor riesgo de
desarrollo de cancer mas tarde en la vida. EIl ADN sometido al ataque por radical
hidroxilo genera una amplia gama de bases y azucares modificadas. Tales
productos pueden ser medidos por HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucion), GC-MS (cromatografia de gases acoplado a masas), LC-MS
(cromatografia de liquidos acoplado a masas), y técnicas basadas en anticuerpos.
Por lo general, 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80OHdG) se mide como un indice de
dafio oxidativo al ADN. Las ventajas de y artefactos producidos durante la
medicion de 80HdG en el ADN celular se han revisado recientemente. Los
meétodos basados en anticuerpos también han sido desarrollados para detectar
80HdG vy tienen un uso Util para la visualizacién de los dafos, pero parece
probable que solo sean métodos semicuantitativos. El ADN también puede ser
dafado por las ERNs (especies reactivas del nitrégeno), principalmente por la
nitracion y desaminacion de las purinas. Los métodos para la medicién de la
nitracion de bases del ADN y la desaminacion productos se han desarrollado, pero
puede necesitar mas refinamiento y la validacién antes de que puedan ser

aplicados rutinariamente a los materiales humanos.3?

Ninguno de los métodos de analisis mencionados anteriormente identifica donde
se encuentra el dafio oxidativo del ADN. Otro problema en el estudio de dafios en
el ADN por EROs / ERNSs es la limitada disponibilidad de tejidos humanos de
donde obtener el ADN. La mayoria de los estudios se llevan a cabo sobre el ADN

aislado a partir de linfocitos o leucocitos totales procedentes de la sangre de
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humanos, y se supone (posiblemente) que los cambios se reflejan en otros

tejidos.3?

La medicién de 80OHdG en orina se ha utilizado para evaluar en "todo el cuerpo” el
dafio oxidativo del ADN. Esto puede ser alcanzado por HPLC y mas técnicas MS.
Sin embargo, la 80OHdG puede surgir de la degradacion de dGTP oxidado en el
grupo precursor del ADN, no sélo por la eliminacién de oxidacién de los residuos

de guanina residuos del ADN por los procesos de reparacion.?

Ademas, hay muchos otros productos de oxidacion de dafio en el ADN. Por lo
tanto, la 80OHAG urinaria es una medida parcial de dafio a los residuos de guanina
en el ADN y precursor de nucleotidos, y las concentraciones de 80OHAG no pueden

realmente reflejar las tasas de dafio oxidativo al ADN.3?

Sin embargo, los biomarcadores definidos para el estudio del estrés oxidativo,
utilizando una aguda intoxicacién por CCls en roedores como un modelo para la
medicién del estrés oxidativo, se ha demostrado que 80HdG en la orina es un
candidato potencial biomarcador general de estrés oxidativo, mientras que los
leucocitos ADN aductos MDA (malonaldehido) ni las rupturas de la cadena de

ADN dan el mismo resultado con el tratamiento de CCls .32

La situacion con otras especies reactivas de oxigeno esta presente menos clara.
El oxigeno singlete es capaz de producir rupturas limitadas de cadenas en ADN
aislado, y su capacidad para modificar las bases del ADN se limita al ataque
selectivo de la guanina. El 6xido nitrico (NO") y de los productos derivados de este
(NO2’, ONOO", N:203, etc.) puede causar nitracién y la desaminacién del grupo
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________|
amino en las bases del ADN que conducen a mutaciones puntuales. Los

productos de desaminacion de bases de purina incluyen a la xantina (de guanina)
y hipoxantina (de adenina). La 8-nitroguanina puede ser un marcador Gtil de

ataque en el ADN por las especies reactivas del nitrégeno (ERNs) como ONOO".

49-50

Se ha reportado que los lipidos peroxidantes producen dafio del ADN y también se
descomponen para dar una amplia gama de productos que incluyen compuestos
de carbonilo, tales como malondialdehido y la 4-hidroxi-2-trans nonenal, que han
demostrado ser mutagénicos para células de mamiferos. Si estos aldehidos se
generan en las proximidades de ADN, que puede ser capaz de combinar con él

para formar productos distintivos.49-50

Otra explicacion de la capacidad del estrés oxidativo para causar dafio al ADN es
la que desencadena una serie de eventos metabdlicos dentro de la célula que
conducen a la activacion de enzimas nucleasas, que escinden el esqueleto de
ADN sin dafio en el ADN (por EROs y ERNSs o por activacién de nucleasas) no son

mutuamente excluyentes, es decir, que ambos podrian tener lugar.4°-%°

El dafio oxidativo del ADN puede ser reparado por la accion de una serie de
enzimas, pero la existencia de un estado de bajo nivel constante de dafio in vivo
sugiere que estas enzimas pueden trabajar cerca de su capacidad. La reparacion
no especifica de las enzimas del ADN se basa en la liberacion de aductos
especiales de los deoxinucleotidos, y la reparacion especifica del ADN por las

glicosilasas en liberar bases .49
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Los deoxinucleotidos son enzimaticamente hidrolizados a deoxinucleosidos, los
cuales usualmente no son metabolizados, y ambos son bases libres que pueden
ser recuperadas en la orina. Las diversas modificaciones de las bases y
nucleosidos del ADN dan lugar a diversos productos como 8-hidroxiadenina, 7-
metil-8-hidroxiguanina, timina glicol, timidina glicol, hidroximetiluracilo, 8-
hidroxiguanosina y 8-oxoguanina que han sido detectados en la orina de humanos
y de otros mamiferos. La presencia de estos productos en la orina sugiere un dafio
oxidativo en las bases del ADN el cual ocurre in vivo y los sistemas de reparacion

son activados para escindir las bases modificadas del ADN. 4°9-50

8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG)

El mas importante de los radicales libre del oxigeno que causa dafio basico a las
biomoléculas (proteinas, lipidos de membrana y ADN), es el radical hidroxilo (HO).
El radical hidroxilo pude ser producido por varios mecanismos, especialmente por
la reaccién de Fenton del perdoxido de hidrogeno (la cual ocurre dentro de los
ndcleos) y metales y otras enddgenos y exégenos ROS. El HO ataca al ADN
cuando este es producido adyacentemente al ADN celular o mitocondrial
causando la adicion de ADN bases con nuevos radicales, la cual produce una

generacion con variedad de productos de oxidacion. 5t

La generacion de Oz~ y H202 por las via de la cadena respiratoria, en las
proximidades de los cimulos de Cu y Fe de las membranas mitocondriales activa
la oxido-reduccion (redox), lo cual proporciona la condiciones necesarias para la

reaccién de Fenton que conduce a la formacién del radical hidroxilo (HO"), por lo
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tanto, y con la adicién del radical OH® en la base desoxiguanosina del ADN da

lugar a la formacién de la 8-hydroxidesoxiguanosina.4?: 52-53

La interaccion del OH con las nucleobases de la cadena de ADN, como la
guanina, permite la formacion de la C8-hidroxiguanina (8-OHGua) o este
nucleédtido de la forma deoxiguanosina (8-hidroxi-2-deoxiguanosina). Inicialmente,
la reaccion de adicién del OH permite la generacioén de radicales aductos, por un
abstraccion de un electrén, la 8-hydroxi-2’-deoxiguanosina (8-OH-dG) es formada

(Figura 11.4.). 5152
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Figura lll.4. Formaciéon de la 8-OHdG. Reaccién de la 2’-deoxyguanosina con los

radicales hidroxilos,

los radicales aductos siguen la reaccidn a 7-hidro-8-hidrxi-2’-

deoxiguanosina y por oxidacion a la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) o su tautomero
8-0x0-7-hidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG). Tomado de: Valavanidis (2006) °!

Aungue las otras nucleobases de ADN reaccionan con el HO de similar manera,

la lesiobn 8-oxodG de la lesion mas abundante del ADN debido a que esta es

relativamente facil formada y promutagenica, y por lo tanto es un biomarcador

potencial. 5!
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________|
El estrés oxidativo generado de forma fisioldgica o patolégica produce un dafio a

los constituyentes celulares incluyendo los lipidos de la membrana, proteinas y
ADN. Respecto al estudia del dafio celular se ha visto que el 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina (8-OHdG) es el producto oxidativo mas abundante del ADN, que
es capaz de reflejar pequefios cambios oxidativos del dafio nuclear y, por tanto, se

considera como un nuevo marcador para la investigacion de su dafio oxidativo. 5
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Los radicales hidroxilo, dafian biomoléculas, tales como lipidos, proteinas y el
ADN. En el ADN, estos radicales pueden inducir a la ruptura en uno o dos
fragmentos y a la oxidacion de las bases (adenina, guanina y timina), dando lugar
a mutaciones. Cerca de 20 modificaciones en las bases por causa de los radicales
hidroxilo han sido identificadas, de la cuales la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-
OHdG), es el producto mas abundante (Figura 111.5.). La 8-OHdG puede conducir a
la mutagénesis. Por otra parte, durante el proceso de reparacion por los dafios

causados, resulta en la eliminacion de la 8-OHdG en la orina. 545

#-OHAG 8-OHdG oxidada

Figura IlIl.5. Mecanismo propuesto para la oxidacion de 8-OHdG. Tomado de: T.
H. Li (2007) %6
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Los métodos mas empleados para la determinacién cuantitativa de la 8-OHdG,
son los sistemas en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion don detector
electroquimico (HPLC-EC), electroforesis capilar con detector electroquimico
(ECDE) vy, con deteccion UV (ECUV), cromatografia de gases acoplado a masas
(CG-MS), cromatografia de liqguidos acoplado a masas (LC-MS). En la
cuantificacion con HPLC-EC, se presentan problemas en el electrodo de trabajo,
debido a altos sobre-potenciales de oxidacién de la 8-OHdG ademas de un
envenenamiento paulatino del mismo, con la consecuente pérdida de sefial o falta

de reproducibilidad de las mediciones. 54%°

3.13.5 Biomarcadores de oxidacién del ADN

8-OHdG
La 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) es uno de los marcadores mas

comunmente utilizados para evaluar el dafio oxidativo del ADN. Este compuesto
también se refiere a veces como 8-oxi-7-hidrodeoxiguanosine (8-oxodG). ADN
puede ser oxidado para producir muchos productos oxidativos, sin embargo la
oxidacion del C-8 de la guanina es uno de los mas comunes eventos oxidativos, y
los resultados es una lesibn mutagénica que produce predominantemente la
trasnversion de una G a T. La 8-OHdG se puede medir en muestras de ADN
humano (por ejemplo, ADN, linfocitos, ADN de placenta, otros) y en la orina se ha
sugerido como un posible enfoque para la evaluacién de riesgo de cancer debido
a estrés oxidativo de un individuo. Varios métodos para la cuantificacion de este
biomarcador estan disponibles. HPLC con deteccion electroquimica (HPLC / ECD)
y cromatografia de gases y espectrofotometria de masas (GC /MS) que son los

métodos mas ampliamente utilizados, aunque el ensayo inmunoenzimatico ligado
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a enzimas (ELISA), esta siendo también empleados. Los métodos de HPLC y
ELISA se compararon utilizando el ADN del tejido placentario. Los valores de
ambos métodos correlacionan bien, pero los valores de ELISA fueron mas altos
que aquellos determinados por HPLC. Esto es probablemente debido a la cruz

anticuerpos gue reaccionan con otros compuestos de 8-OHdG. 47 50.57-59

La orina se obtiene facilmente, y asi muchos estudios epidemioldgicos utilizan la

8-OHdG urinaria como un biomarcador de interés.

Aunque conveniente, este biomarcador también tiene sus limitaciones: la cantidad
8-OHdG en la orina puede estar influida por la tasa metabodlica (consumo de
oxigeno) también, la 8-OHdG en la orina es una funcidon no soélo de la oxidacion
del ADN, sino también de reparacion por escision. Por esta razon, el uso de la 8-
OHdG en orina como un biomarcador unico debe realizarse con precaucién, sobre
todo en estudios con intervencion, debido a que el aumento de los agentes de
reparacion aumentaria excrecion de 8-OHdG en la orina, lo que podria ser mal
interpretado como un aumento del dafio del ADN. Algunos estudios
epidemiolégicos han medido 8-OHAG tanto en el ADN celular y en orina. Por
ejemplo, Haegele y col. mide linfocitos 8-OHdGbyHPLC/ECD vy urinarios 8-OHdG
a través de ELISA en un ensayo de intervencion 14-d de frutas y verduras. Los
resultados indicaron en el plasma que la luteina y B.-criptoxantina, ambos son los
carotenoides xantofila, fueron significativamente inversamente correlacionados
con la excrecién urinaria de isoprostano (8-iso-PGF2a) y con la 8-OHdG en ADN

de linfocitos, pero no con la 8-OHdG urinaria. Los autores observaron deficiencias
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en el ensayo de ELISA asi como la variabilidad extrema en la preintervenciéon de

los valores de la 8-OHdG urinarios. 47 50.57-60

Anticuerpos contra ADN oxidado
Otro enfoque que se ha propuesto como un posible biomarcador del ADN oxidado

es la medicién de autoanticuerpos en suero que reconocen la 5-hidroximetil-2’-
desoxiuridina (HMdU), que es un producto oxidacion de la timina. Frenkel et al.
encontraron que los seres humanos pueden producir autoanticuerpos contra este
compuesto, y los titulos de antiHMdU de los autoanticuerpos se puede medir en
un ensayo simple de ELISA Este marcador se evalué en muestras de sangre de
169 mujeres, con las muestras obtenidas 0.5 - 6 y antes del diagndstico de cancer
de mama, de colon o rectal. Los niveles de los autoanticuerpos anti-HMdU fueron
significativamente mayores en los casos en comparacion con los controles de la
misma edad. La evidencia limitada sugiere que la dieta suplementacién con una-

tocoferol (60 o 200 mg/d) puede reducir los niveles de este marcador bioldgico.°

59, 61

Ensayo cometa
La mayor parte del material hereditario, DNA, se localiza en el nacleo celular como

bases quimicas, Adenina, Guanina, Citosina y Timina; el orden y secuencia de
estas determina la informacién para construir y mantener un organismo. Existen
diferentes tipos de dafios al DNA que inducen ciertas lesiones introduciendo
desviaciones a su conformacion normal de doble hélice. Un agente genotdxico, es
capaz de producir modificaciones de las caracteristicas particulares del DNA; el
H202 es un agente capaz de dar lugar a multiples reacciones, llegando a producir

un dafo celular. ElI dafio celular producido por estos agentes al encontrarse en
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elevadas cantidades, ocurre sobre diferentes macromoléculas, tal es el caso de
lipidos, proteinas y DNA, conociéndose a este dafio como estrés oxidativo. En el
DNA, el estrés oxidativo puede dar lugar a fenbmenos como mutaciones y
carcinogénesis. Los linfocitos humanos periféricos representan una poblacién
celular donde el DNA esta predominantemente en la etapa pre-sintética del ciclo
celular, fase GO. Los linfocitos humanos poseen un nucleo denso y citoplasma
escaso. Se distinguen dos tipos principales de linfocitos, células T y B. El nimero
total de linfocitos en un adulto saludable puede ser aproximadamente 500 x 10°, y
alrededor del 2% (10 x 10°) estan presentes en la sangre periférica y el resto se
ubican en otros tejidos, como en timo, nodos linfaticos, tejido linfatico del intestino,
bazo y médula ésea. Para interpretar aberraciones cromosomicas, es de gran
importancia conocer si el grupo de linfocitos periféricos pertenece al grupo de
redistribucién; cerca del 80% de los linfocitos (400 x10°), pertenecen a este y el
tiempo total de recirculacion es de cerca de 12 horas. Empleando los linfocitos de
sangre periférica como modelo experimental no solo puede detectarse el dafio
cromosoémico que ha sido inducido en los linfocitos en la sangre periférica, sino
también aquellos que han sido inducidos en cualquiera de los 6rganos donde
estas células se distribuyen en el cuerpo. Singh y colaboradores (1988)
introdujeron una técnica en microgeles que involucra la electroforesis alcalina (pH
13) para detectar el dafio al DNA en células individuales; se refiere a la migracion
del DNA en una matriz de agarosa bajo condiciones de electroforesis, que al ser
observada la célula al microscopio, por fluorescencia o tincion con plata, presenta
la apariencia de un cometa, con una cabeza, region nuclear, y cola, formada por

fragmentos nucleares que han migrado en direcciéon del anodo, por lo que es
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conocido como Ensayo Cometa, debido al patron de migracién del DNA gue se
produce. Comparado con otros ensayos de genotoxicidad, el Ensayo Cometa se
distingue por: 1) Una demostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de dafo
al DNA, 2) Rapida realizacion, 3) Un andlisis de los datos a nivel de células
individuales, 4) Requerir un pequefio tamafio de muestra, 5) Flexibilidad y bajo
costo, 6) y es aplicable a cualquier poblacion de células eucariotas; Todo esto
justifica su amplio uso en la evaluacion genotdxica in vitro, de quimicos
industriales, agroquimicos, farmacos, asi como, en el biomonitoreo ambiental y

humano. 39 62-:65

Finalmente se presenta la revisién sistematica de los estudios mas relevantes
sobre dafio al ADN y su relacion con la 80HdG en pacientes diabéticos e

hipertensos. Cuadro I11.5. .
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Cuadro 1l1.5. Principales estudios referentes al dafio al ADN y 8-OHdG

Autor - Afio

Universo de estudio

Objetivos

Frecuenciay tiempo
de intervencion

Marcadores
medidos

Hallazgos

Dandona et al.
1996 ¢

King et al.
1997 ¢

Poulsen et al.
1998 8

12 pacientes insulino
dependientes (DM2)
y 15 pacientes no
insulino de
pendientes (DM1)
26-39 afios

40-71 afios

31 hombres y
mujeres con rango de
edad entre los 75 y
80 afios

182 hombres y
mujeres de 35-65
afios fumadores de
mas de 15 cigarros

Determinar el dafio
oxidativo al ADN en
diabetes mellitus

Cuantificar dafo al
ADN en linfocitos.

Relacion del dafo
oxidativo in vivo con
la edad, antioxidantes
en plasma,
metabolismo de
drogas, actividad de
la glutation-s-
transferasa y la
excreciéon urinaria de
creatinina.

Estudio transversal

Estudio transversal

8 semanas con
suministro de
antioxidantes

Cuantificacion de 8-
oxodG en plasma por
HPLC EC

Dafio al ADN por
ELISA, SOD, GPx,
CAT, CPL

Antioxidantes por
HPLC

Metabolitos urinarios
por HPLC

8-0xodG por HPLC

Incremento de los
niveles de la 8-oxodG
contenida en DNA de

células
mononucleares  en
los pacientes
diabéticos

comparados con los
controles.

Aumento del dafo
relacionado con la

edad y las
mutaciones en
linfocitos y
Disminucién de la
capacidad de

reparacién del dafo
inducida por el H202

El dafio oxidativo al
ADN no tiene relacion

con la edad, Ila
glutation s-
transferasa y los
antioxidantes en
plasma. Correlacion
con la  8-oxodG

excrecion de urinaria
de 24h.
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Hinokio et al.
1999 &

Rehman et al.

1999 7

Foksinki et al.

2003 "

53 pacientes con
diabetes mellitus tipo
2 y 39 pacientes
sanos como control

17 hombres y 21
mujeres no insulino
dependientes con
rango de edad de
55.4 + 6.6 afios

81 humanos; 66
hombres y 15
mujeres con rango de
edad 44 a 83 afios

Investigar el dafio
oxidativo al ADN en
pacientes con
diabetes mellitus tipo
2, midiendo la 8-
oxodG en orina y
células
mononucleares.

Cuantificar el dafio
oxidativo al ADN en
pacientes diabéticos
tipo 2

Determinar los
niveles de 8-OHdG
en orina y su relacion
con el ADN

Estudio transversal

Estudio transversal

Estudio transversal

Determinacién la 8-
OHdG por HPLC EC

Cuantificaciéon del
ADN por GCy MS

Cuantificacién de 8-
OHdG por HPLC EC

Reportan un
asociacion directa
entre el dafio
oxidativo al ADN y la
DM tipo 2.

Establecen que la 8-
OHdG en orina y en
células

mononucleares es un
biomarcador util para
la evaluacion del
estrés oxidativo en
pacientes diabéticos.

Niveles aumentados
de dafio oxidativo en
el ADN de pacientes
diabéticos
comparado con los
controles.

No se encontré
correlaciéon entre la 8-
OHdG urinaria y el
dafio oxidativo al
ADN.

Los niveles de 8-
OHdG no dependen
de la dieta en el caso
de seres humanos.
8-OHdG puede
reflejar la implicacion
de los mecanismos
de reparacién.
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Wu et al.
2004 ™2

Al-Baker et al.
2005 73

Pilger, Rudiger.

2006 °*

Modelo celular in vitro

con
envejecidas
senescentes

células
y

Revisién 8-OHAG: un
marcador de estrés
oxidativo al ADN vy
factor de riesgo para
cancer, aterosclerosis
y diabetes

Analizar el dafio y la
reparacion inducidos
por rayos UV en
jovenes y adultos en
fibroblastos dérmicos

Revisién,8-OHAG

como marcador de
dafio oxidativo al
ADN relacionado con
la ocupacion y
exposicion ambiental

Células con
crecimiento de 3 a 4
dias, fueron

irradiadas con rayos
UV durante 15min y
analizadas con el
ensayo cometa.

8-OHdG en tejido y

orina por HPLC vy
ELISA
Dafio al ADN por

ensayo cometa

Determinacién de la
8-OHdG en el ADN
por HPLC EC

Niveles elevados de
8-OHdG en orina y
dafio oxidativo al
ADN en diabéticos
correlacionado  con
nefropatia diabética,
cancer y pacientes
con placas
ateroscleréticas

Las células
senescentes generan
mayores cometas
que las  células
jovenes en la primera
etapa de la
reparacién o bien que
las células
senescentes
soportan mas dafio
por genoma que las
células jovenes.

La excrecion de 8-
OHdG es probable
que refleje dafio al
oxidativo del ADN vy
la reparacion desde
todas las células en
el organismo.
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Goodarzi et al.
2010 ™4

Thukral et al.
2012 ®

Glr et al.
20137

32 pacientes con
diabetes mellitus tipo
1 y 48 controles
sanos.

72 pacientes, de los
cuales 44 hipertensos
y 28 normotensos

31 pacientes con
hipertension arterial y
20 pacientes
normotensos

Evaluar la relacion
entre el dafio
oxidativo al ADN y la
glicacion de proteinas
en pacientes con
diabetes tipo 1.

Estudiar el dafio al
ADN, perfil lipidico e
hipertension esencial.

Investigar dafio en el
ADN de linfocitos y el
estado antioxidante
total.

Estudio de casos y
controles

Estudio de casos y
controles

Estudio de casos y
controles

Medicion de la 8-
OHdG por ELISA,
HbAlc, proteina de
suero glucosilada
(SGP), MDA
mediante ensayo
bioquimico.

Dafilo al ADN se
evalu6 mediante el
ensayo cometa

Perfil lipidico
mediante ensayo
bioquimico.

Dafio al ADN se

evalu6 mediante el
ensayo cometa

Antioxidantes totales
se determinaron
mediante método
automatizado.

8-OHdG, HbAlc,
MDA en el plasma y
los niveles de SGP
fueron mayor en los
pacientes diabéticos
que en los controles.
Correlacion
significativa entre la
8-OHdG y HbAlc.

Aumento de dafio en
al ADN en los
pacientes hipertensos
comparado con los
controles. El dafio al
ADN también fue
positivamente
correlacionado con la
dislipidemia.

Se encontr6 mayor
dafio al ADN en el
grupo de los
hipertensos que en el
grupo control.

Se encontr6 una
correlacion negativa
entre el dafio al ADN
y los antioxidantes
totales.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las generaciones mas numerosas, las nacidas entre 1960 y 1980, ingresaran al
grupo de 60 aflos y mas a partir de 2020. Esto refleja en el aumento de las
proporciones de adultos mayores en las proximas décadas. En 2000 la proporcion
de adultos mayores fue de alrededor de 7.0%. Se estima que este porcentaje se

incremente a 12.5% en 2020 y a 28.0% en 2050. 3

La Diabetes Mellitus en la actualidad se considera como un problema de salud
publica en el &mbito mundial y México al igual que otros paises no escapa a esta
problematica. La prevalencia en la poblacion mexicana de 20 afios y més es de
10.75%, alrededor de 5.1 millones con diabetes y el 34 %, 1,7 millones desconoce

padecer la enfermedad. 3

La implicacion del estrés oxidativo en diversas patologias, ha sido demostrada;
entre ellas se encuentran la diabetes mellitus. En el transcurso de las dos ultimas
décadas, la Diabetes ha venido ocupando un lugar importante en la morbilidad y
mortalidad de nuestro pais, actualmente se ubica en el tercer lugar como causa de
muerte, en la mortalidad general y como causa Unica de muerte ocupa el primer

lugar. 3

En los pacientes que padecen de diabetes mellitus se producen cambios en
indicadores bioquimicos que evidencian una situaciébn de estrés oxidativo:
disminuyen las concentraciones plasmaticas de vitaminas antioxidantes como la A

y E, se incrementa la concentracion sanguinea de sustancias reactivas al acido
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tiobarbiturico (del inglés las siglas TBARS), se incrementa la susceptibilidad de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) a la oxidacion, menor capacidad antioxidante

total del plasma y se dafia el material genético. 17-1°

En cuanto los pacientes que padecen hipertension arterial (HTA), esta se
considera un factor de riesgo cardiovascular, donde la hipertensiébn es un
sindrome de anormalidades metabdlicas y estructurales, en el que las especies
reactivas de oxigeno (EROSs) juegan un papel fisiopatoldgico preponderante en su
desarrollo. Esto se debe, en gran medida, al exceso de Oz~ y la disminucion de la
liberacion de NO (6xido nitrico) en la remodelacion cardiovascular y en la
vasculatura del rifion, mediado por los EROs. En la hipertension humana, los

marcadores bioldgicos del estrés oxidativo sistémico estan elevados.>

Debido a la importancia en el aumento de adultos mayores en las proximas
décadas en México y que muchos de ellos cursan con diabetes mellitus y/o
hipertension arterial, es importante encontrar mecanismos que permitan el control
de las personas en la adultez, disminuir los efectos del envejecimiento y

proporcionar beneficios en diferentes funciones.

Por lo anterior, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢,Cual sera la relacién del dafio al ADN y capacidad de reparacién en adultos

mayores diabéticos o hipertensos?
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V. HIPOTESIS

Algunos estudios han demostrado que la diabetes mellitus y la hipertension
arterial, propician estrés oxidativo, y consecuentemente dafio al ADN aunado a
disminucién en la capacidad de reparacién, de ahi que se infiera que los adultos
mayores con dichas enfermedades, presentaran mayor frecuencia y grado de
dafio oxidativo al ADN y niveles significativamente mas bajos de 8-OHdG con

respecto a los ancianos sanos.
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VI. OBJETIVO

General

e Determinar la frecuencia y grado de dafio oxidativo al ADN y la capacidad
de reparacion en adultos mayores con hipertension arterial o diabetes

mellitus.

Especificos
e Determinar el dafio en el ADN utilizando la técnica del ensayo cometa en

adultos mayores sanos, hipertensos o con diabetes mellitus.

e Evaluar el grado de reparacion al ADN utilizando como marcador la

excrecion de la 8-OHdG en adultos mayores sanos, hipertensos o con

diabetes mellitus.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Se llevod a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal y comparativo, con una
muestra de 207 adultos mayores residentes del estado de Hidalgo.

7.1.2 Universo de estudio

El estudio se realizé en una poblacion de 207 adultos mayores Los cuales se dividieron
en tres grupos:

1. Adultos mayores sanos (n=68)
2. Adultos mayores diabéticos (n=61)
3. Adultos mayores hipertensos (n=78)

7.1.3 Criterios de inclusion
¢ Individuos que acepten participar en el estudio
¢ Adultos mayores que se encuentren en el rango de edad de 6415 afios
¢ Adultos mayores clinicamente sanos
e Adultos mayores con hipertension arterial
e Adultos mayores con diabetes mellitus
¢ Sin el habito de tabaquismo en los ultimos 2 afios.
e Ambos sexos

7.1.4 Criterios de exclusién
¢ Individuos que no acepten participar en el estudio

7.1.5 Consideraciones éticas
Los individuos que aceptaron participar en este estudio firmaron una carta de
consentimiento informado (anexo)
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7.2 Variables

7.2.1 Clasificacion

Variables independientes

¢ Diagndstico médico
o Pacientes sanos
o Pacientes con Diabetes Mellitus
o Pacientes con Hipertension Arterial

Variables dependientes

e Daro al ADN
e Concentracion de 8-OHdG
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________|
7.2.2 Operacionalizacion

Cuadro VII.1 Operacionalizacién de las variables

VARIABLES DEFINICION NIVEL DE CATEGORIA
MEDICION
Dafio al Lesiones que se producen por Cuantitativa Promedio de
ADN substancias quimicas y por continua migracion en
agentes fisicos que causan micrémetros (um).

rompimiento en la cadena de

ADN, modificacion de las bases, Cualitativa Sin dafio: <40%

uniones cruzadas ADN-ADN vy nominal de migracion

uniones cruzadas ADN proteina. Con dafio 240%
de migracion.

8-OHdG Marcador de estrés oxidativo, Cuantitativa Cantidad
producido por la oxidacion de continua  secretada en [nM].
nucleosidos del ADN

Diagnéstico Parte de la medicina que tiene Cualitativa  Pacientes Sanos

meédico por objetivo identificar una  nominal
enfermedad basandose en los Pacientes
sintomas que presenta el Diabéticos
paciente, el historial clinico y los
examenes complementarios. Pacientes

Hipertensos
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Evaluado la
elegibilidad

(n= 221)

Excluidos (n=14)

Por no cumplir los,
criterios de inclusion

Asignacion de grupos

(n=207)
|
] ]
Sanos Diabéticos Hipertensos
(n=68) (n=61) (n=78)

Se perdieron durante el
seguimiento

(n=12)

(no entregaron
muestra de orina)

Se perdieron durante el
seguimiento

(n=2)

|(no entregaron muestra
de orina)

Se perdieron durante el
seguimiento

(n=4)

|(no entregaron muestra

de orina)

Datos analizados
(n=56)

(n=59)

Datos analizados

Datos analizados
(n=74)

Figura 7.1 Diagrama de seguimiento de los pacientes durante el estudio.
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7.3 Técnicas

Previo consentimiento informado y ayuno de 12 horas se llevd a cabo la toma de

muestra para la biometria hematica, quimica sanguinea y dafio al ADN.

7.3.1 Biometria hematica
La biometria hematica se realiz6 en el equipo automatizado Culter Beckman,

obteniendo la concentracion de hemoglobina (valores de corte: hombres, 12.17-
17.26 g/dL, mujeres, 11.48-16.25 g/dL); la determinacién del hematocrito (valores
de corte: hombres, 38-52%, mujeres, 36-51%), y la cuenta de leucocitos (puntos

de corte: 3500-10650/ mm3).

7.3.2 Quimica sanguinea
La determinacion de glucosa, urea, creatinina, acido arico, albumina, colesterol,

triglicéridos y HDL se llevd a cabo con un analizador automatizado Junior
Selectra. Especificamente los niveles de glucosa se midieron por el método de
glucosa oxidasa (valores de corte: 63-120 mg/dL), los niveles de urea se
cuantificaron por el método de ureasa de Berthelot (valores de corte: 9.5-47
mg/dL), los niveles de creatinina por el método de Jaffe sin desproteinizacion
(valores de corte: hombres, 0.3-1.5 mg/dL; mujeres, 0.3-1.3 mg/dL), y los niveles
de acido urico por el método colorimétrico de la uricasa (valores de corte:
hombres, 2.9-8.88 mg/dL; mujeres, 2.5-8.7 mg/dL). Los niveles de albumina se

midieron por la técnica de verde de bromocresol (3.23—4.03 g/dL).

El colesterol se analiz6 usando la técnica de CHOD-PAP (valores de corte: 168—
200 mg/dL), y los triglicéridos por la técnica de GPO-Trinder (valores de corte: 89-

190 mg/dL), para la medicion de las HDL se utilizd la misma técnica de colesterol
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después de realizar la precipitaciéon de las lipoproteinas de baja y muy baja
densidad utilizando una solucién acido fosfotustico/cloruro de magnesio (valores

de corte: 42-77 mg/dL).

Todos los reactivos que se utilizaron en las determinaciones bioquimicas se
obtuvieron de Randox Laboratories, Ldt. (Crumlin, Co, Antrim, UK). Los valores de
corte fueron determinados en el laboratorio de investigacion clinica gerontolégica
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Campus Zaragoza, en

la ciudad de México.

7.3.3 Electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa
Es una técnica que permite cuantificar el dafio al genoma de manera

independiente en cada célula de una poblacién, mediante la deteccion de

rompimientos de cadenas sencillas de ADN.

Se prepararon laminillas en portaobjetos esmerilados a los cuales se les coloco
una capa de 120ul de agarosa regular (0.75% disuelta en PBS libre de Ca+2 y
Mg+2), se dejaron hasta que solidifiquen. A continuacion 10ul de cada muestra de
sangre se mezclaron con 75 ul de agarosa de bajo punto de fusion (0.5% disuelta
en PBS libre de Ca+2 y Mg+2) y se colocaron 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 fusién. Finalmente las laminillas se sumergieron en
solucion fresca de lisis fria (1% lauril sarcosianato de sodio, 2.5M NaCl, 100mM
Na2 EDTA, 10mM Tris-HCI pH 10, 1% tritdbn X-100 y 10% DMSO se afadieron a la

solucién recién preparada) y se colocaron a 4°C por lo menos una hora.
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Posteriormente las laminillas se colocaron en una cdmara de electroforesis, la cual
contiene un amortiguador pH 13 (ImM Na2 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 sefialar que los pasos anteriores se
realizaran protegido de la luz). Una vez apagada la fuente de poder se retird
cuidadosamente las laminillas de la camara de electroforesis y se lavaron tres
veces con amortiguador de neutralizacion (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) durante 5

minutos.

Se escurrieron las laminillas del exceso de amortiguador y se colocaron por 5
minutos en metanol absoluto, dejaron secar al aire y posteriormente tifieron con
50ul de bromuro de etidio 1x (1mL de “stock” 10x [1mg/10mL] con 9mL de H20)
cubriendo cuidadosamente con un cubreobjetos, para su observacion al

microscopio de fluorescencia.

Las laminillas se observaran al microscopio de fluorescencia Nikon Optiphoto-2
microscope (Nikon, Japan) con un filtro de excitacién de 515-560nm utilizando un
aumento de 40X. Finalmente con un ocular graduado y calibrado, se midi6 el

diametro del nucleo y la longitud de la estela del cometa de 100 células.

El control positivo se realiza utilizando 200uL de sangre total que se coloco en
1mL de solucion de Hanks (libre de Ca++, Mg++) que contenia 200uM de peroxido

de hidrégeno (H202) por 30 minutos, sumergida en agua fria. Al final del periodo
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1
de tratamiento se elimina el sobrenadante y el botdn celular se utilizé para realizar

la prueba.

La migracion se calculé como la diferencia entre la longitud de las estelas de los

cometas y el diametro del nucleo.

Sin dano < 40% Con dano = 40%

Figura VII.2 Criterios de evaluacion de dafio al ADN. Del lado izquierdo se
presenta el ndcleo de una célula que no presenta dafio después de haberse
sometido por la prueba del ensayo cometa, donde destacan sus caracteristicas de
nucleo condensado y con forma circular delimitada, del lado derecho se presenta
la apariencia de un cometa, con una cabeza, region nuclear, y cola, formada por
fragmentos nucleares que han migrado en direccion del anodo.
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7.3.4 ELISA 8-OHdG
Preparacion de los reactivos

PBS + 0,1% de Tween 20 Solucion de lavado (PBST)

Preparar 500 mL de PBST que contenia 1X PBS y 0,1% de Tween 20 en

una botella de lavado para el lavado de los pocillos de tiras.

Estandar 8-OHdG

El kit contiene 20 pyL de 8-OHdG estandar (Cat # 4380-096-01) a una
concentraciéon de 20 uM. Centrifugar el frasco estandar antes de abrir la
tapa. Dividir en partes alicuotas y evitar una repeticion de congelacion /
descongelacién ciclos. Diluciones seriadas del estandar con el diluyente de
ensayo (N © 4380-096-02) justo antes de su uso. El volumen de cada
diluciéon debe ser de 150 uL o mayor. Las concentraciones recomendadas
finales son 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12,5 nM, 6,25 nM y 3,13 nM. La
curva estandar requiere 25 pL / pocillo de cada dilucion de 8-OHdG
realizarlo por triplicado. La Tabla 1 describe un protocolo de dilucion en
serie de normas 8-OHdG. Diluido 8-OHdG estandar debe utilizarse

inmediatamente y se desecha el resto.
Anti-8-OHdG Monoclonal Antibody
Justo antes de su uso, diluir anti-8-OHdG anticuerpo monoclonal (Cat #

4380-096-03) 250 veces con diluyente de ensayo (Cat # 4380-096-02). Un
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total de 25puL/ pocillo de diluido anti-8-OHdG anticuerpo monoclonal se
requiere en el ensayo. Para 96 pocillos, diluir 12 pL de anti-8-OHdAG
anticuerpo monoclonal en 3 mL de diluyente de muestra y afiadir 25uL/

pocillo con una pipeta multicanal

Goat Anti-Mouse-IgG-HRP Conjugate

Justo antes de su uso, diluir de anti-lgG cabra de ratén-HRP (Cat # 4380-
096-04) 500 veces con diluyente de ensayo (Cat # 4380-096-02). Un total
de 50uL / pocillo diluida de cabra anti-lgG de raton-HRP conjugado se
requiere en el ensayo. Para 96 pocillos, diluir 12uL de cabra anti-raton-HRP
conjugado en 6 ml de diluyente de muestra y afiadir 50uL / pocillo con una

pipeta multicanal.

TACS-Sapphire™

Pre-caliente-TACS Sapphire ™ (Cat. # 4822-96-08) a temperatura ambiente

antes de su uso.

TACS-zafiro es un sustrato colorimétrico que se vuelve azul en presencia
de peroxidasa de rabano (HRP). La adicion de un volumen igual de 0,2 M
HCIl o 5% de acido fosférico se detiene la reaccion para generar un color
amarillo que se puede leer a 450 nm. Un total de 50uL se requiere por
pocillo. Para 96 pocillos, distribuir 6 mL de sustrato con una pipeta

multicanal.
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. _______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Preparacion de la muestra

Las muestras de orina:

1. Recoger la orina de acuerdo con el procedimiento estdndar en un

recipiente esteéril.

2. Para aclarar centrifuga 2.000 x g durante 15 minutos, o de filtro utilizando

un filtro de 0,45 micras para eliminar el precipitado.

3. Ensayo inmediatamente o almacenar a < -20 ° C en alicuotas para su uso

posterior. Evitar repetidos ciclos de congelacién y descongelacion.

Protocolo de ensayo

1. Retire pre pocillos recubiertos con tiras de la bolsa de papel de aluminio y
llevar a temperatura ambiente. Consulte la seccion Apéndice XIl para el

disefio de la muestra plato.

Nota: Si es menos de 96 pocillos recubiertos con pre-se necesitan, eliminar
el exceso de marco tiras y volver a frustrar bolsa y almacenar a 4 ° C con
desecante. (Rendimiento de datos se verd comprometida si ocurren

cambios regenerativos de color de azul a rosa).

2. Preparar diluciones seriadas del estandar de 8-OHdG (Seccién V punto
2) y muestras (Seccion VI). 150 uL volumenes finales se recomienda el

ensayo por triplicado.
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1
NOTAS:
I. Clarificados muestras de plasma, orina y saliva diluida 1:10 en

diluyente de ensayo es una dilucién inicial recomendada.

ii. Si las muestras de generar valores mayores que el estandar de
200 nM, en un ensayo de diluciébn de la muestra superior. Si las
muestras deben generar valores menores que el estandar 3,13 nM,

ensayo a una dilucion de la muestra inferior.

3. Anadir 25uL de 8-OHdG estandares y las muestras aclaradas a los pozos
apropiados. Afadir 25uL de diluyente de ensayo a 0 nm 8-OHdG en blanco
y pozos (control de fondo). Consulte la seccién Apéndice Xll para el disefio

de la muestra plato.

4. Afadir 25uL de anti-8-OHdG soluciéon monoclonal (Seccion V punto 3) a
todos los pocillos excepto los pocillos del blanco. Afiadir 25uL de diluyente
de ensayo a pocillos de blanco en su lugar. Mezclar bien sin causar
burbujas de aire. Cubrir los pocillos con sellador de pelicula y se incuba a

25 ° C durante 1 hora.

5. Retire con cuidado el film sellador y lavar los pocillos cuatro veces con
PBST (300uL / pocillo). Asegurese de liquido se elimina por tapping placa

sobre toallas de papel.

6. Anadir 50uL de diluido de cabra anti-IgG de raton-HRP (seccion de

elementos 5 item 4) a todos los pocillos excepto los pocillos del blanco.
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Anadir 50uL de diluyente de ensayo a pocillos de blanco. Cubrir los pocillos
con sellador de pelicula y se incuba a 25 ° C durante 1 hora. Coloque

TACSSapphire ™ a 25 ° C y pre-caliente.

7. Retire con cuidado el film sellador y lavar los pocillos cuatro veces con
PBST (300uL / pocillo). Asegurese de liquido se elimina por tapping placa

sobre toallas de papel.

8. Anadir 50uL de pre-calentado TACS-Sapphire ™ sustrato colorimétrico a
todos los pocillos y se incuba en la oscuridad, durante 15 minutos a 25 ° C.
Detener la reaccion afiadiendo 50uL 0,2 M HCI o 5% de acido fosforico a

todos los pocillos mezclando bien.

9. Inmediatamente leer la absorbancia a 450 nm.

10. Los resultados obtenidos se procesaron utilizando la hoja de calculos en
el sitio web Trevigen: [http://www.trevigen.com/8-OHdGELISA.php], para

obtener la concentracion de 8-OHdG.
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7.3.5 Analisis estadistico

Los resultados de dafo al ADN y la 8-OHdG obtenidos se procesaron utilizando el
programa SPSS V.15, analizando estadistica descriptiva por frecuencias,
porcentajes y valores promedio + desviacion estandar (DE). Se realizé analisis de
varianza (ANOVA) utilizando como prueba post hoc Dunnet con p<0.05. Y
evaluando el riesgo por medio de la razébn de momios con un intervalo de

confianza del 95%.
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VIll.  RESULTADOS

En el cuadro VIIl.1. Se presentan los valores promedio de los parametros
bioquimicos y clinicos de los grupos de estudio. En este sentido, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas excepto en los
parametros de glucosa para los diabéticos y la presion arterial para el grupo de

hipertensos.

Respecto al porcentaje de sujetos con dafo oxidativo al ADN relativo al estado
de salud, se observé que el 59% de los diabéticos y el 53% de los
hipertensos muestran células con dafio oxidativo al ADN, en contraste con el
31% de los ancianos sanos, cuyas diferencias son estadisticamente

significativas (p<0.01) (Cuadro VIII.2).

Por otro lado, los valores promedio de migracion por dafio al ADN en el
ensayo cometa fueron significativamente mas altos en el grupo de ancianos
con hipertensioén arterial en comparacién con el grupo de sanos (hipertensos,
27.32+8.00 vs. sanos 24.30+5.07, p<0.05). Igualmente, el grupo de diabéticos
mostré mayor migracion por dafio al ADN en comparacién con los sanos,
aunque la significancia estadistica fue limitrofe (diabéticos, 26.94+7.87 vs.

sanos 24.30+5.07, p=0.06) (Cuadro VIII.3.).

En el analisis del estado de salud como factor de riesgo de dafio oxidativo al
ADN, la diabetes mellitus constituye un factor de riesgo significativo para presentar
dafio al ADN (RM= 3.2, ICgs% 1.6 a 6.7, p<0.05), al igual que la hipertension

arterial (RM= 2.5, 1Cos% 1.3 a 4.9, p<0.05) (Figura VIII.1).
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Con relacién a la excrecion de la 8-OHdG [nM] en orina, se observd una
concentracion mas alta en el grupo de adultos mayores sanos respecto a los
grupos con DM2 o HTA, sin embargo la diferencia respecto al grupo de
diabéticos no fue estadisticamente significativa (sanos, 154.89+98.22 vs.
diabéticos, 139.27+116.36, p>0.05), y diferencia con grupo de hipertensos fue
limitrofe (sanos, 154.89+98.22 vs. hipertensos, 118.98+85.56, p=0.06) (Cuadro

VIIl.4 y Figura VIII.2).

82



Dafio al ADN y capacidad de reparacion en adultos mayores con hipertension arterial & diabetes mellitus

Cuadro VIII.1. Parametros bioquimicos, hematoldgicos y clinicos por grupos

PARAMETROS SANOS DIABETICOS HIPERTENSOS
n=63 n= 60 n=45

Hemoglobina 16.71+1.73 16.11+2.17 16.58+1.68

(9/dL)

Hematocrito (%) 48.55+4.51 47.25+7.16 48.06+4.18

Glébulos  rojos 5.10+ 0.47 4.87+ 0.58 5.07+ 0.49

(x103/mm?)

Glébulos blancos 6.26+ 1.43 7.30£ 6.44 6.65+ 1.83

(x10%/mm?)

Glucosa (mg/mL) 115.97+32.89 165.20+76.63* 106.02+14.45

Urea (mg/dL) 33.09+11.52 39.20+19.84 38.00+13.70

Creatinina 3.05+2.03 3.36+£1.97 2.94+1.98

(mg/mL)

Acido Urico 2.13+1.90 2.88+4.80 2.35+2.11

(mg/dL)

Colesterol 215.78+48.81 214.70142.44 211.14+40.30

(mg/mL)

Triglicéridos 161.60+91.03 187.81+93.30 162.84+77.17

(mg/mL)

HDL (mg/dL) 54.03+£13.32 53.46+12.84 56.00+15.35

Albumina 4.52+0.26 4.51+0.28 4.52+0.22

(mg/mL)

HbAlc (%) 5.90+1.26 7.85+2.02* 5.69+0.65

TAS (mmHQ) 124+16 138+24* 139+20*

TAD (mmHgQ) 74+10 80+10* 82+11*

Los datos se presentan en promedios + DE. *Prueba ANOVA de un factor Post
hoc Dunnett, p<0.0001, **p<0.05. HDL.: lipoproteina de alta densidad. HbAlc:
hemoglobina glicosilada, TAS: Tensién arterial sistdlica, TAD: Tension arterial

diastolica.
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Cuadro VIII.2. Frecuencia de dafio al ADN por grupos

Porcentaje de dafio Sanos Diabéticos Hipertensos
n= 68 n=61 n=78

Sin dafio 47 (69%) 25 (41%) 37 (47%)

Con Dafio 21 (31%) 36 (59%)* 41 (53%)*

Los datos presentados son nimero de sujetos con células con o sin dafio al ADN
detectado a través del ensayo cometa Prueba de y2, p=0.005

Cuadro VIII.3. Migracion por dafio al ADN por grupos

Diagnéstico Promedio de migracién Valor de p
(Hm)

Sanos (n=68) 24.30+5.07

Diabéticos (n=61) 26.94+7.87 0.068

Hipertensos (n=78) 27.32+£8.00 0.021*

Los datos se presentan en promedios + DE. Prueba ANOVA de un factor
Post hoc Dunnett.
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Figura VIII.1. Porcentaje de sujetos con células con dafio al ADN por grupos. El
59% del grupo de diabéticos, el 53% del de hipertensos y el 31% de los sanos
presentan dafio al ADN. La diabetes y la hipertension arterial son un factor de
riesgo para dafio al ADN: Diabetes: RM=3.2 (ICos% = 1.6- 6.7, p<0.05);
Hipertension arterial: RM= 2.5 (ICg50% = 1.3-4.9, p<0.05).
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Cuadro VIII.4. Excrecion urinaria de 8-OHdG por grupos

Diagnostico 8-OHdG (nM) Valor de p
Sanos (n=63) 154.89+98.22

Diabéticos (n=59) 139.274£116.36 0.592
Hipertensos (n=74) 118.98+85.56 0.067

Los datos se presentan en promedios + DE. Prueba ANOVA de un factor Post hoc Dunnett.
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Figura VIII.2. Concentracidn de la excrecion urinaria de 8-OHdG por grupos. El grupo de
sujetos sanos mostrd una concentracién promedio de la excrecion urinaria de 8-OHdG de
154.89+98.22, el grupo de diabéticos de 139.27+116.36 y el de hipertensos de
118.98+85.56.
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IX. DISCUSION

Desde el punto de vista biolégico el envejecimiento es consecuencia de la
acumulacion de dafios genéticos aleatorios que limitan o afectan la sintesis del
ADN, proteinas, carbohidratos y lipidos. Este dafio altera el funcionamiento de las
células, tejidos, 6rganos y sistemas, y por lo tanto, se incrementa la vulnerabilidad
a la enfermedad, lo cual se asocia a las manifestaciones caracteristicas del
envejecimiento, tales como, la pérdida de masa 6sea y muscular, disminucién en
el funcionamiento de todos los sistemas, alteracion en el oido y la vision, y la
disminucién en la elasticidad de la piel. Aunque inevitable, el envejecimiento no es
un proceso estrictamente programado genéticamente, ya que, es multifactorial. En
este sentido no se poseen instrucciones genéticas, que le indiquen al organismo
cémo y cuando envejecer y morir, por lo tanto, se puede aseverar que el
envejecimiento, la esperanza de vida y la longevidad son consecuencia de la

interaccion de factores genéticos, ambientales y de los estilo de vida.!

En 1956 se propuso que el envejecimiento es provocado por el estrés oxidativo
segun Harman, por lo que conforme aumenta la edad se incrementa la generacién
de radicales libres (RL), que causan dafio oxidativo a las macromoléculas (ADN,
proteinas, carbohidratos y lipidos) favoreciendo la presencia o complicaciones de
un gran numero de enfermedades agudas y crénicas, entre los que destacan la
diabetes mellitus y la hipertensién arterial dentro. Para prevenir la formacion de
moléculas oxidantes y para reparar el dafio oxidativo a los tejidos y biomoléculas,

todos los organismos aerdbicos poseen un complejo armoénico de defensas
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antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas. El balance entre la produccién de RL

y las defensas antioxidantes determina el grado de estrés oxidativo.!

En el presente estudio se evalud la relacion del estado de salud, en especifico la
presencia de diabetes mellitus o hipertension arterial con el dafio oxidativo al ADN
el linfocitos. En este sentido, los valores de los parametros bioquimicos de los
grupos de estudio nos muestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas excepto en la glucosa para el grupo de diabéticos y la presion arterial

para los hipertensos, lo cual nos confirma la comparabilidad entre grupos.

Se ha demostrado ampliamente que la hiperglucemia, tanto intracelular como
extracelular, genera una mayor produccion de radicales libres (RL) y con ello se
incrementa el dafio por estrés oxidativo (EOx) que es promotor del desarrollo de
las multiples complicaciones asociadas a la diabetes mellitus (DM). Los radicales
superoxido (Oz), peroxido de hidrogeno (H202) e hidroxilo ("OH) se producen
excesivamente en la mitocondria cuando el oxigeno se reduce de manera
incompleta durante la fosforilacién oxidativa. Estos RL ocasionan dafio celular por

oxidacion de lipidos, proteinas y cortes en la doble cadena del ADN. 12

De esta manera cuando existe un exceso de superoxido (O2) en estado de
hiperglucemia, que rompe a la cadena de ADN, se activa la enzima poli [ADP
ribosa] polimerasa] (PARP). Una vez activada la PARP, ésta fracciona a la
molécula de nicotinamida adenina dinucledtido oxidada (NAD+), en acido
nicotinico y ADP-ribosa, formandose polimeros de ADP-ribosa que se acumulan y

se adhieren a la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH)
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ocasionando su inactividad de forma estructural, siendo esta enzima importante
por su funcién limitante en glucolisis. Por esta razén los niveles del gliceraldehido-
3 fosfato (G3P) en diabéticos se encuentran elevados, al no poder ser
metabolizado por la G3PDH, y la acumulacion de G3P activa cuatro mecanismos
diferentes de dafio tisular: glucosilacién de proteinas y formacion de productos
finales de la glucosilacion avanzada; activacion de las vias del sorbitol, de las

hexosaminas y de la proteina cinasa C.1%16-2

El dafio al ADN es uno de los marcadores importantes de dafio oxidativo, ya que
el ADN se encuentra expuesto a los ataques de los EROs, principalmente por el
radical superoxido (O27) y el peroxido de hidrogeno (H202), producen
rompimientos tanto en las cadenas sencillas como de cadena doble, oxidacion de
las bases y fragmentacién de los azlcares.?®?° [En este sentido, en nuestro
estudio los promedios de migracion de dafio al ADN fueron significativamente
mayores en el grupo de hipertensos respecto a los sanos, seguido del grupo de
diabéticos cuya diferencia fue limitrofe. Estos hallazgos son congruentes con lo
reportado por Maise et al, quién sefiala que muchas de las rutas celulares que
conducen a la complicaciones de la diabetes y la resistencia a la insulina han sido
vinculada a la generacion de radicales libres y oxidantes. Aunque los primeros
efectos de la glucosa elevada puede aumentar la presencia de posibles vias de
proteccion, el tiempo exposicion mas prolongado de glucosa elevada puede dar
lugar origen a los EROs y puede ser perjudicial incluso si los niveles de glucosa
son controlados.” Asi mismo los grupos de adultos mayores diabéticos e

hipertensos presentaron dafo oxidativo al ADN en mas del 50%, en contraste
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del 31% del grupo de sanos, lo cual apoya la propuesta de que la diabetes

mellitus y la hipertension arterial son factores de riesgo significativos de dafio

al ADN en la vejez.

Actualmente se considera que la hipertensién arterial (HTA) es un sindrome de
anormalidades metabdlicas y estructurales (genéticas y adquiridas). En este
sentido, han surgido evidencias que indican que las especies reactivas derivadas
de oxigeno (EROs) juegan un papel fisiopatolégico en el desarrollo de la
hipertension arterial. Mecanismo que esta relacionado con un exceso de los
principales EROs como son el anién superéxido (O27), peréxido de hidrogeno
(H202), radical hidroxilo (*OH), y la disminucion de la liberacion del 6xido nitrico
(NO).>* En el sistema cardiovascular, los EROs desempefian un papel esencial
fisiolégico en el mantenimiento cardiaco y de la integridad vascular y un papel
fisiopatoldgico en la disfuncion cardiovascular asociada con condiciones tales
como la hipertension. En condiciones fisiologicas, los EROs se producen de
manera controlada a bajas concentraciones y la funcibn como moléculas de
sefializacion que regulan las células del mudsculo liso vascular. Bajo
condiciones patoldgicas se incrementa la producciéon de EROs llevando a cabo
la disfuncion endotelial, aumento de la contractilidad, el crecimiento de las
células del mdasculo liso vascular, apoptosis, migracién de monocitos, la
peroxidacién de lipidos, en la inflamacion y aumento de la deposicion
extracelular de proteinas de la matriz, los procesos principales que contribuyen

a al dafio vascular en la enfermedad cardiovascular.16
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Al respecto los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que los
adultos mayores con hipertension arterial tienen un porcentaje mayor de dafio alto
al ADN (19%) comparado con el grupo de sanos (15%), cuyos resultados son
acordes con lo reportado por Ore et al., Yildiz et al., y Lee et al. que indican que la
produccion excesiva de EROs vy la insuficiente capacidad de reparacion de las
lesiones producidas asi como la disminuciébn en la actividad de enzimas
antioxidantes produce como consecuencia dafio al ADN en este tipo de

pacientes.54-%5 77

De lo anterior, el promedio de migracién en los pacientes con HTA fue mayor
respecto a los sanos, cuya diferencia fue estadisticamente significativa, lo cual
sugiere que el dafio al ADN causado por EROs es mas frecuente en los pacientes

hipertensos que en los normotensos.

En consecuencia, la evidencia experimental y clinica apoya el papel
fisiopatoldgico de EROs y el estrés oxidativo en el desarrollo y la progresion de

hipertensién y el dafio asociado de los 6rganos diana.”’

Por otro lado, el fundamento para la medicién de la 8-OHdG en orina se basa
en la existencia de sistemas de reparacion especificos para la eliminacién de
dafo oxidativo del ADN (2000 Cooke et al.). Los plasmidos que contienen 8-
OHdG solo se replican en una tasa del 25% en reparacion por escision en
células humanas deficientes en comparacion con la tasa de células
proeficientes que muestra una frecuencia de tres a cinco veces aumentando la

frecuencia de transversiones de Guanina: Citosina a Timina: Adenina (Klein et
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al. 1992). Esto sugiere que la reparacion por escisién de nucleétidos es

esencial para la eliminacién de 8-OHdG en los seres humanos.

La medicion de la 8-OHdG urinaria ofrece algunas ventajas: (1) el método no
es invasivo (2) no hay produccién de artefactos durante el procedimiento de
muestreo o derivatizaciéon, (3) 8-OHdG no experimenta mas metabolizaciéon y
muestra una alta estabilidad en la orina (Poulsen et al. 1998), y (4) la
excrecion de 8-OHdG es probable que refleje el dafio oxidativo del ADN vy la
reparacion desde todas las células en el organismo. Por ejemplo, una cantidad
de 14 nmol 8-OHdG en orina de 24 h apuntaria a 140 guaninas dafadas-
oxidadas y reparados por cada célula del cuerpo humano (6 x 10*2 células) por
dia. Se ha argumentado que la muerte celular podria ser una fuente de
lesiones urinarias de ADN, pero recientemente Cooke et al. (2005) llegé a la
conclusion de que los niveles urinarios 8-OHdG son independiente de la

muerte celular. 78:79.81

Ademas los niveles de bases oxidadas podria cambiar no solo por el aumento
de dafo oxidativo al ADN, sino también por una alteraciéon de la tasa de
reparacion. Por ejemplo, un agente que aumenta las tasas de excrecion 8-
OHAG podria interpretarse como “malo” si se cree que incrementa el dafio del
ADN, pero podria de hecho ser “bueno” si estimula la reparacion y por lo tanto
disminuye los niveles estacionarios de la 8-OHdG en el ADN como menciona
Halliwell. 82 En este sentido la 8-OHdG puede atribuirse como un marcador de

reparaciéon al ADN. 80-81

93



Héctor Hugo Pérez Magallanes

De esta manera, en nuestra investigacion los niveles de excrecion urinaria de
la 8-OHAG en el grupo de adultos mayores sanos se observd una
concentracion mas alta con respecto a los pacientes diabéticos e hipertensos;
los niveles bajos de excrecion de la 8-OHdG en el grupo de diabéticos e
hipertensos sugiere una capacidad de reparacion disminuida vinculada a la
fisiopatologia de la enfermedad, por lo que Ila 8-OHdG podria ser un
biomarcador de reparacién del dafio oxidativo al ADN,’® con utilidad

prondstica.

Finalmente, es importante resaltar como limitaciones del estudio el ser de tipo
transversal y que el tamafo de la muestra no es representativa, por lo que
serd necesario llevar a cabo estudios longitudinales con muestra
representativas para confirmar nuestros hallazgos. No obstante, apoyan la
propuesta de indicar suplementos antioxidantes como parte del tratamiento de

los ancianos con diabetes mellitus o hipertension arterial.
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x.  CONCLUSIONES

Hipotesis
Algunos estudios han demostrado que la diabetes mellitus y la hipertension
arterial, propician estrés oxidativo, y consecuentemente dafio al ADN aunado a
disminucién en la capacidad de reparacion, de ahi que se infiera que los adultos
mayores con dichas enfermedades, presentardn mayor frecuencia y grado de
dafio oxidativo al ADN y niveles significativamente mas bajos de 8-OHdG con

respecto a los ancianos sanos.

Conclusiones

e Nuestros hallazgos sugieren que la diabetes mellitus y la hipertension
arterial causan dafio oxidativo al ADN vy fisiopatol6gicamente afectan la
capacidad de reparacion, apoyando la propuesta de indicar suplementos
antioxidantes como parte del tratamiento de la diabetes mellitus y la
hipertension arterial en la vejez.

e La medicién de excrecion urinaria de 8-OHdG podria ser un biomarcador

pronostico para la diabetes mellitus e hipertensién arterial en la vejez.
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XI.

PERSPECTIVAS

Es recomendable continuar con esta linea de investigacion, disefiando
estudios de tipo longitudinal con muestras de poblacién representativos,
gue permitan evaluar los marcadores de EOX de manera mas amplia,
considerando algunos marcadores como las enzimas antioxidantes, SOD,
GPx, CAT, asi como realizar cinética de reparaciéon en ADN con el fin de

confirmar nuestros hallazgos.

Por otra parte es importante explorar los factores protectores de dafio al
ADN, en diferentes poblaciones y zonas geogréficas, considerando la
influencia de sexo (femenino) asi como los estilos de vida (ejercicio fisico,

alimentacion, suefio, autoestima, entre otros).
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XIIl.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES e

ANEXO

' ZARAGOZA
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA <

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA & FES
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION

RELACION DE LA 8-OHDG Y DANO AL ADN COMO MARCADORES
INDIRECTOS DE LA OXIDACION EN ADULTOS MAYORES DIABETICOS E
HIPERTENSOS.

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
dafo en las biomoléculas. Debido a que el acido desoxirribonucleico (ADN) es de
suma importancia en la informacion genética de un individuo, ha tomado
importancia en el dafio oxidativo que presenta y su relacion con el envejecimiento,
asi como en el caso de las enfermedades cronico degenerativas entre ellas la
diabetes mellitus y la hipertension arterial.

Procedimiento

Se seleccionaran 207 adultos mayores no fumadores de ambos sexos
pertenecientes entre 60 a 69 afios del Estado de Hidalgo. Una vez seleccionados a
los Se les tomaran 3 tubos de sangre con anticoagulante estado basal. Asi como
un frasco que contenga la primera orina de la mafiana.

Condiciones para ingresar al estudio

Personas que deseen patrticipar en el estudio
Adultos mayores de ambos sexos entre 60 a 69 afios
Sin el habito de fumar o que consuman 2 o menos cigarrillos a la semana

Riesgos

No existe ningun riesgo agregado para su salud, las tomas de muestras
sanguineas seran llevadas a cabo por personal altamente capacitado y
con experiencia, con agujas nuevas desechables en tubos al vacio.
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Beneficios

Los resultados hematoldgicos y de quimica sanguinea pueden ser de utilidad
para el conocimiento de su estado de salud. El tratamiento repercutird en
beneficio para su calidad de vida.

Confidencialidad

Toda la informacién obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo
gue solo se le proporcionara al participante.

Preguntas

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacién 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 que si decide no hacerlo no le afectara en su atencién 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 leer y escribir, poner huella digital
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