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1. INTRODUCCION

1.1 Esperanza de viday envejecimiento: un desafio del siglo
XXI

En las ultimas décadas, la esperanza de vida de la poblacion mundial ha
experimentado un notable aumento. No obstante, este avance ha traido consigo nuevos
desafios, entre ellos el incremento en la prevalencia de enfermedades asociadas al
envejecimiento. En este contexto, el envejecimiento se ha consolidado como un tema
central en los ambitos social y cientifico, impulsando numerosas investigaciones
orientadas a comprender los mecanismos biol6gicos que se preservan o se alteran con
el paso del tiempo. La biologia del envejecimiento se enfoca en identificar los procesos
celulares y moleculares implicados en la pérdida progresiva de la estructura y funcién
fisiolbégica. Para alcanzar este objetivo, se han desarrollado estudios en una amplia gama
de modelos, que van desde organismos simples como levaduras y hongos, hasta
organismos mas complejos como los mamiferos, incluyendo cada vez mas
investigaciones centradas en el ser humano (Kirkwood, 2005; Lopez-Otin et al, 2023).

1.2 ¢ Qué es el envejecimiento?

El envejecimiento es un proceso multifactorial caracterizado por el deterioro
progresivo de las funciones moleculares y celulares, lo que conduce a la disfuncion de
tejidos y 6rganos. Este deterioro incrementa la vulnerabilidad a enfermedades, reduce la
calidad de vida en etapas avanzadas Yy, finalmente, aumenta el riesgo de mortalidad.
Este proceso no ocurre de manera uniforme. Se considera heterogéneo porque varia
entre especies, e incluso entre individuos de una misma especie, influido por factores
genéticos, ambientales y de estilo de vida. Asimismo, es heterocronico, ya que no todos
los 6rganos Yy tejidos envejecen al mismo ritmo ni de forma sincronizada dentro del
organismo, lo que dificulta su estudio y la identificacion de patrones generalizables (Moqri
et al., 2023).

Desde una perspectiva biologica, el envejecimiento implica la acumulacion
progresiva de dafos a nivel celular, lo cual puede derivar en alteraciones tanto
estructurales como funcionales (L6pez-Otin et al., 2013). Comprender estos mecanismos
representa un punto de partida clave para identificar marcadores moleculares del
envejecimiento y desarrollar estrategias que promuevan una longevidad saludable.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en su marco de accion 2021-
2030, define el envejecimiento saludable como un proceso que permite a las personas
mayores mantener su capacidad funcional, autonomia y calidad de vida, abarcando
aspectos fisicos, mentales y sociales. Este concepto no solo se limita a la promocion de
la salud y la prevencion de enfermedades, sino que también considera factores



ambientales y sociales que influyen en el proceso de envejecimiento. Desde un punto de
vista molecular, el envejecimiento saludable depende de procesos clave como la
reparacion efectiva del ADN, la limitacion del dafio causado por el estrés oxidativo, el
control de la senescencia celular y la preservacion de la funcion mitocondrial. Estos
mecanismos son esenciales para preservar la estabilidad genética y la homeostasis
celular, favoreciendo el bienestar integral del organismo y reduciendo los efectos
adversos asociados con el envejecimiento (Xu et al., 2019).

1.2.1 Panorama de envejecimiento demografico global y en México

A nivel mundial, el envejecimiento poblacional ha avanzado de forma acelerada,
marcando un cambio significativo en las dinAmicas demograficas del ultimo siglo. Las
personas viven ahora mas tiempo que nunca, lo que ha provocado un crecimiento
sostenido en la proporcion de adultos mayores. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2023) estima que para el afio 2030 una de cada seis personas en el mundo tendra
mas de 60 afios. Este incremento refleja una tendencia global impulsada por la
disminucién en las tasas de natalidad y el aumento en la esperanza de vida, configurando
un cambio demografico sin precedentes.

Este fendmeno no se limita a los paises desarrollados; también es evidente en
naciones de ingreso medio como México. De acuerdo con proyecciones del Consejo
Nacional de Poblaciones (CONAPQO) basado en el Censo 2020, en el afio 2024 la
poblacién mexicana de 60 afios 0 mas sobrepasaria los 16 millones de individuos, lo que
representaria mas del 12% del total nacional, con un indice de envejecimiento de 35; y
para el afio 2050 serian > 35 millones (>24%) con un indice de 111 individuos 60+ por
cada 100 menores de 15 afios (CONAPO, 2025).

La esperanza de vida en la poblacién mexicana también ha aumentado en las
Ultimas décadas: desde 72.6 (2000) a 75.8 (2019) afios en promedio para la poblacién
general (OMS, 2024) . Cabe mencionar que sufrid una caida debido a la pandemia de
COVID-19, con posterior recuperacion. Antes de la pandemia, la esperanza de vida en
México mostraba una tendencia positiva. Sin embargo, la crisis sanitaria provocd un
descenso significativo en este indicador a 70.8 afios, afectando especialmente a los
adultos mayores y alterando la piramide poblacional del pais (DGE, 2020). No obstante,
se observaron signos de recuperacion post-COVID-19. La esperanza de vida alcanzé un
promedio de 75.3 afios en el 2024, (78.4 para las mujeres y 72.1 para los hombres) lo
gue refleja una estabilizacion progresiva tras el impacto inicial de la emergencia sanitaria.
A pesar de este retroceso temporal, México continlda enfrentando un envejecimiento
poblacional acelerado. Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2021), la proporcion de personas de 60 afios o mas ha crecido de manera
sostenida, y se espera que esta tendencia se intensifigue en los préximos afios
(CONAPO, 2025).



Este escenario plantea desafios importantes, particularmente en términos de
preparacion del sistema de salud y de la infraestructura social para atender las
necesidades de una poblacion envejecida. Las personas mayores son mas propensas a
desarrollar enfermedades relacionadas con la edad, como padecimientos
cardiovasculares, neurodegenerativos, musculoesqueléticos y diversos tipos de cancer,
los cuales aceleran el deterioro fisico y comprometen su calidad de vida (Li et al., 2021).

Actualmente, México carece de un sistema integral de atencion geriatrica, ya que
el pais no cuenta con la infraestructura hospitalaria adecuada, centros médicos
especializados ni programas de asistencia social disefiados para responder a las
complejas necesidades de la poblacion adulta mayor creciente. Esta situacion representa
un desafio critico en términos de salud publica, exigiendo una planeacion estratégica que
permita subsanar las carencias en infraestructura y servicios. De acuerdo con los datos
proporcionados por la Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México
(ENASEM), el 62.3% de la poblacién de 53 afios y mas en México reportd un estado de
salud auto percibido como “regular o malo”; el porcentaje fue mayor en mujeres (67.4%)
gue en hombres (56.2%) Estas cifras sugieren una elevada carga de problemas de salud
entre las personas cercanas a la jubilacion (53-59 afios) y las de 60 afios 0 méas, siendo
las mujeres las méas afectadas. La magnitud del porcentaje podria estar asociada, entre
otros factores, al mal control de enfermedades cronicas, dolor, depresién, ansiedad,
bajos ingresos, menor escolaridad y acceso desigual a los servicios de salud.

1.2.2 Caracteristicas del envejecimiento

El envejecimiento ha cobrado gran relevancia en la comunidad cientifica, lo que ha
conducido a la identificacion de multiples caracteristicas celulares, moleculares y
sistémicas asociadas a este proceso. En 2013, LoOpez-Otin y colaboradores
sistematizaron un conjunto de rasgos distintivos del envejecimiento, integrando
conocimiento acumulado por diversas lineas de investigacion: senescencia celular, dafio
oxidativo, telémeros, proteostasis, deteccion de nutrientes, inflamacién crénica, entre
otras. En 2023, este mismo grupo actualizé y amplio dicha propuesta, estableciendo tres
criterios fundamentales para considerar un rasgo o0 una caracteristica como parte del
envejecimiento: (i) que se manifieste de forma progresiva con la edad ; (i) que su
intensificacion experimental acelere el proceso; y (ii) una modulacién terapéutica
permite retrasar, detener o incluso revertir los signos del envejecimiento.

Comprender este fendbmeno requiere una vision integrada de los procesos
moleculares, celulares y sistémicos que lo conforman. Entre las caracteristicas mas
representativas se encuentran: inestabilidad gendmica, alteraciones epigenéticas,
pérdida de proteostasis, desregulacibn en la deteccién de nutrientes, disfuncion
mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre, alteraciones en la
comunicacion intercelular, inhibicién de la autofagia, inflamacion crénica asociada a la
edad ("inflammaging"), disbiosis intestinal y el acortamiento de telémeros. Estas
caracteristicas no actian de forma aislada: la alteracién de una puede impactar directa



o indirectamente en las demds, generando una red compleja de interacciones que
contribuyen al deterioro progresivo del organismo. Esta interdependencia constituye una
base solida para investigaciones orientadas al disefio de estrategias para ralentizar el
envejecimiento o mitigar sus efectos biolégicos (Lopez-Otin et al., 2023).
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Figura 1 Diagrama de las caracteristicas del envejecimiento molecular, celular y sistémico. Adaptado de
Lépez-Otin, 2023.

1.2.3 Biomarcadores del envejecimiento

Un ser humano posee dos tipos de edad: la cronoldgica, que es el tiempo
transcurrido desde el nacimiento hasta el momento actual y la biolégica, que refleja el
estado funcional del organismo, determinado por la acumulacién de dafio molecular y
celular. Aungque a veces coinciden, no son equivalentes: la edad cronolégica no siempre
refleja la edad biolégica. Esta divergencia depende de factores como el estilo de vida,
la genética o la exposicién a ambientes adversos (Moqri et al., 2023).

Mas alla de prevenir o retrasar el envejecimiento no saludable, es importante
comprender como abordarlo de forma efectiva. La hipétesis de la gerociencia (Sierra F.
y Kohanski R, 2017) plantea que, en lugar de tratar por separado enfermedades
especificas asociadas con la edad (cancer, neurodegenerativas, cardiovasculares), una
estrategia mas eficiente es intervenir en los procesos biologicos del envejecimiento para
reducir el riesgo y la gravedad. En este contexto, los biomarcadores son herramientas
esenciales para evaluar el envejecimiento a nivel biolégico. Se conciben como
combinacion de parametros disefiados para seguir los cambios relacionados con la edad,
rastrear el proceso fisiologico del envejecimiento y detectar la transicion hacia un estado
patolégico. Aunque la investigacion en modelos animales ha generado avances,
trasladar estos hallazgos a humanos sigue siendo un desafio; por ello, es crucial



desarrollar herramientas que permitan medir la acumulacién de dafio molecular, ya sea
inducido por factores externos o derivado del deterioro asociado a la edad (Wagner et al,
2016; Bao et al, 2023).

“Lo que no se puede medir, no se puede mejorar” (William Thomson, lord Kelvin).
De ahi la importancia de desarrollar biomarcadores viables, especificos y sensibles que
permitan monitorear procesos clave del envejecimiento antes de que los cambios sean
irreversibles, con el fin de implementar intervenciones preventivas y favorecer un
envejecimiento saludable. Su estudio, ademas, ayuda a distinguir entre envejecimiento
normal y patoldgico, e incluso anticipar la probabilidad de longevidad individual (Guerville
et al., 2020).

Segun el FDA-NIH Biomarker Working Group (2016), un biomarcador es una
caracteristica medible que indica procesos biolégicos normales, procesos patologicos o
respuestas a exposiciones o intervenciones. En el contexto del envejecimiento, estos
indicadores permiten obtener informacion sobre la fisiologia y los mecanismos
moleculares y celulares que reflejan la edad biolégica. Para considerar confiable una
caracteristica bioldgica, (proteina, acido nucleico, metabolito, etc.)como biomarcador,
deben cumplirse tres propiedades: especificidad, caracter sistémico y utilidad (Bao et
al., 2023).

e Especificidad: refleja con precision los cambios relacionados con el
envejecimiento a nivel de érgano especifico o de todo el organismo; cada
tejido envejece a un ritmos distintos, asi que el biomarcador debe captar
estos procesos particulares.

e Caracter sistémico: integrar cambios locales y de multiples sistemas, ya
que el envejecimiento puede iniciarse en un 6rgano y repercutir a nivel
corporal.

e Utilidad: implica que la medicion debe ser sencilla, reproducible vy
preferentemente no invasiva; sangre o saliva son muestras ideales por su
accesibilidad.

En el caso especifico del envejecimiento, los biomarcadores tienen tres funciones
principales: (i) evaluar los cambios fisiol6gicos y funcionales asociados con la edad, (ii)
rastrear los procesos de envejecimiento a nivel organico o celular, y (iii) predecir el
momento en gue un organismo transita de un estado saludable a uno patolégico. Un
marcador bien establecido podria, incluso, anticipar el umbral entre el envejecimiento
normal y enfermedades (Wagner et al, 2016). Existe un amplio espectro de candidatos;
sin embargo, muchos presentan limitaciones o estan poco caracterizados (Bao et al.,
2023). Dado que el envejecimiento implica un declive progresivo de funciones bioldgicas
gue afecta a la mayoria de los organismos vivos. En el ser humano, las alteraciones en
vias moleculares especificas pueden reflejar deficiencias en los mecanismos
subyacentes del envejecimiento, los cuales estan estrechamente vinculados al desarrollo
de enfermedades cronicas. No obstante, continta siendo un desafio distinguir entre los



cambios propios del envejecimiento intrinseco y aquellos procesos patologicos
potencialmente prevenibles asociados a la edad, ya que aun no existe un consenso claro
sobre coOmo trazar esta linea (Engelfriet et al., 2013; Lépez-Otin, 2023).

El conocimiento sobre los biomarcadores del envejecimiento no solo permitiria
predecir la esperanza de vida y disefiar estrategias para un envejecimiento saludable,
sino también profundizar en la comprension de los mecanismos biolégicos que lo
subyacen. Se han propuesto numerosos candidatos, y para que uno sea considerado un
verdadero biomarcador del envejecimiento, debe al menos predecir la tasa de
envejecimiento y monitorear procesos biologicos clave relacionados con este fenbmeno
(Xia et al., 2017). En los ultimos afos, algunos de estos candidatos han mostrado
resultados prometedores, aunque muchos aun se encuentran en etapa de validacion.

Engelfriet et al. (2013) y Xia et al. (2017) realizaron revisiones sistematicas que
sintetizan biomarcadores alineados con los procesos biolégicos de envejecimiento en
humanos: dafio al ADN, epigenética, transcriptoma, metabolismo, estrés oxidativo,
funcién mitocondrial, senescencia e inflamaciéon (Figura 2). Dentro de estas categorias,
se han propuesto diversos candidatos medibles en muestras accesibles (sangre,
suero/plasma), lo que favorece su utilidad clinica. Entre los mas usados se encuentra la
longitud telomérica en leucocitos periféricos, que se ha utilizado como indicador del
envejecimiento celular, aunque su interpretacion depende del método y del contexto
bioldgico.
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Figura 2 Ejemplos de marcadores tradicionalmente usados en los estudios de envejecimiento bioldgico.



1.3 Longitud telomérica y envejecimiento celular.
1.2.1 Estructura y funcion de los telomeros

Como se mencion6 anteriormente entre los marcadores mas importantes que se
han llegado a analizar se encuentran los telomeros, estructuras nucleoproteinas
localizadas en los extremos de los cromosomas. Estas regiones estdn compuestas por
secuencias repetitivas de ADN no codificante en tdndem cuya secuencia en humanos es
TTAGGG cuyo papel es fundamental en la estabilidad genética. Los teldbmeros se
asocian a un complejo proteico conocido como “Shelterina” el cual contribuye a
mantener la estabilidad del teldmero mediante la formacion de un estructura en forma un
lazo o bucle (conocido como bucle T) esta conformacion protege a los extremos
expuestos de los cromosomas lineales (de Lange, 2005; Steirnert et al, 2004).

Esta proteccion es posible debido a que la cadena atrasada es rica en citosinas
y la cadena continua es rica en G, esta al finalizar es un poco mas larga que la atrasada
y esta compuesta por repeticiones de nucleétidos monocatenarios. La literatura
menciona que este extremo 3' sobresaliente interactia con una de las regiones del ADN
de doble hebra del telémero para asi poder favorecer la formacion del bucle T (Griffith
et al, 1999).

El complejo Shelterina es fundamental para proteger los telémeros, ya que evita
gue sean reconocidos como ADN dafiado y previene las fusiones cromosdémicas, eventos
gue comprometeria la estabilidad del genoma (Oh et al., 2018). Esta conformado por seis
proteinas: el factor 1 de unidn a la repeticion telomérica (TRF1), el factor 2 de unién a la
repeticion telomérica (TRF2), la proteina RAP1 (asociada a TRF2), TIN2 (factor nuclear
interactuante con TRF1 y TRF2), TPP1 (homélogo de la proteina de displasia
adrenocortical) y POT1 (proteina de proteccion de los telémeros 1) (Figura 3). Estas
proteinas cumplen funciones especificas: TRF1 y TRF2 se unen a la doble hebra
telomérica, mientras que POT1 reconoce el extremo 3’ de cadena simple (Zhong et al.,
1992; Martinez & Blasco, 2017).
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Figura 3 Complejo Shelterina 'y su union a la region telomérica. Adaptado de Calado, R., & Young, N.
(2012).



1.3.1 El problema del extremo de replicacion y la senescencia

Sin embargo, durante la replicacion de ADN, en la mayoria de las células
somaticas ocurre un proceso conocido como el “problema del extremo de replicacién”,
propuesto por Olovnikov en 1973. Esta hipotesis plantea que, en cada division celular,
se produce una ligera pérdida de ADN cromosoémico del extremo de la cadena retrasada,
debido a la eliminacion de cebador de ARN terminal. A este fenomeno se le suman
factores extrinsecos e intrinsecos, como el dafio oxidativo y estrés celular, lo que
contribuye a un acortamiento cromosémico progresivo y acelerado.

El estrés oxidativo es un estado en el cual se generan especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) las cuales dafian directamente al ADN telomérico,
esto debido a que esta seccién es altamente vulnerable debido a su alto contenido de
guaninas, lo que provoca un proceso de acortamiento telomérico mas rapido. Este
proceso de dafio se puede ver potenciado por la disfuncibn mitocondrial, ya que las
mitocondrias son una de las fuentes principales de produccién de ROS, por lo que,
cuando estas se encuentran alteradas se incrementa la produccion de ROS, lo que crea
un circulo vicioso de dafio oxidativo y pérdida telomérica (Saretzki & Von Zglinicki, 2002;
Passos et al, 2007).

Estas observaciones complementan los hallazgos previos de Hayflick (1965),
quien realiz6 experimentos con células fetales humanas, en las cuales observo que
existe un numero limitado de divisiones celulares posibles antes de que las células
entren a un estado de senescencia. Este limite estimado entre 50 a 60 divisiones, fue
denominado como el “Limite de Hayflick” o senescencia replicativa (Blasco, 2005).
Durante este proceso, las células senescentes permanecen metabdlicamente activas y
contribuyen al envejecimiento mediante la secrecion de factores proinflamatorios que
afectan el microambiente tisular (Cottliar & Slavutsky, 2001).

1.3.2 Latelomerasay sus componentes

En contraste, las células germinales y algunas células madre expresan la enzima
conocida como telomerasa, la cual es una transcriptasa reversa ribonucleoproteica. Esta
enzima estd compuesta por dos subunidades: la subunidad catalitica (TERT) y un
componente de ARN (TERC) que actia como molde para la sintesis de nuevas
repeticiones telomeéricas. Su funcion principal es afiadir secuencias repetitivas de ADN
telomérico al extremo 3' de los cromosomas, contrarrestando asi el acortamiento
progresivo de los telomeros asociados con la division celular (Oh et al., 2018).

De acuerdo con la literatura, la actividad de la telomerasa no ocurre de manera
aislada, sino que depende de una compleja organizacion estructural y de la interaccion
con diversas proteinas que aseguran su correcto funcionamiento. La telomerasa
presenta un arquitectura bilobulada que comparte con multiples subunidades. Dentro de
ella estd TERC que constituye el nucleo catalitico, este también es conocido como



dominio pseudoknot/template (Pk/t), indispensable para la actividad catalitica. Ademas,
TERC contiene un dominio de regiones conservadas 4 y 5 (CR4/5), el cual interactla
directamente con la region TERT, considerada como la subunidad proteica esencial de
la telomerasa. Por otro lado, el extremo 3' de TERT presenta en su estructura un region
RNP H/ACA, la cual actia como un andamiaje para la union de proteinas accesorias
tales como la disquerina (DKC1), NOP10, NHP2 y GAR1, fundamentales para la
biogénesis y estabilidad de la telomerasa (Figura 4). Esta region se organiza en dos
horquillas, de las cuales cada una se asocia a un tetrdmero de proteinas accesorias que
desempeiian funciones de pseudouridilacion (modificacion postranscripcional que
convierte la uridina en pseudouridina). Dicho proceso le confiere estabilidad estructural
a TERC, evita su degradacion y asegura la funcionalidad de la telomerasa (Ghanim et al,
2024).
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Figura 4 Telémero, principales componentes del complejo Shelterina y el complejo enzimético de la
telomerasa. Adaptado de Alnafakh et al. (2019).

En relacién con la longitud de los telémeros, Lansdorp (2025) recopild6 datos
obtenidos mediante diversas técnicas (Q-FISH T/C, Flujo-FISH y TRF), mostrando que,
en diferentes tipos celulares —incluidos los leucocitos—, las mujeres presentan
consistentemente una mayor longitud telomérica en comparaciéon con los hombres. El
autor atribuy6 esta diferencia sexual a una inactivacion retardada o incompleta del
cromosoma X, lo que permitiria la expresion bialélica de varios genes ligados a este
cromosoma, entre ellos DKC1.

Dado que la disquerina es esencial para el plegamiento, estabilizacion y
ensamblaje de la telomerasa, niveles mas altos de DKC1 en mujeres podrian favorecer
una mayor eficacia en la captura de TERC y en la estabilidad del complejo enzimatico,
resultando en mayores niveles de telomerasa activa. En este sentido, las variaciones
alélicas de DKC1 podrian constituir una explicacion plausible de por qué la herencia de
la longitud telomérica en humanos estaria parcialmente ligada al cromosoma X (Factor-
Litvak et al., 2016). La relevancia clinica de este gen se refleja en que mutaciones en



DKC1 producen disqueratosis congénita, una enfermedad caracterizada por telomeros
anormalmente cortos y envejecimiento prematuro (Xu et al., 2016).

Aungue su acortamiento ocurre de manera natural, existen factores endégenos y
exogenos que pueden acelerar o modular este proceso. Entre los factores exdgenos
destacan la edad cronoldgica, el sexo, la herencia genética y el equilibrio redox como se
ha mencionado anteriormente.

Por otro lado, existen factores exdgenos estan relacionados al estilo de vida y el
ambiente ya que también ejercen un papel determinante. Una alimentacion equilibrada y
gue es rica en antioxidantes, la actividad fisica regular/diaria y una buena gestién del
estrés se asocian con una menor tasa de acortamiento telomérico (Ludlow et al, 2008;
Shammas, 2011). Sin embargo, de forma contraria la exposicion al estrés, el consumo
de tabaco, el alcohol, la obesidad y la privacion de suelo se ha relacionado con un
acortamiento acelerado de los telomeros (Epel et al, 2004; Lin et al, 2012; Astuti et al,
2017).

Finalmente, también existen los factores genéticos los cuales se encargan de
modular la longitud telomérica tales como las variantes de los genes TERT, TERC,
POT1, MTHFR y otros involucrados en la respuesta al estrés oxidativo o el metabolismo
de folatos pueden alterar la estabilidad del ADN telomérico y la actividad de la telomerasa
(Codd et al., 2013).

1.3.3 Regulacién de hTERT

Entre los genes mencionados, uno de los mas relevantes es TERT (Telomerase
Reverse Transcriptase por sus siglas en inglés), cuya expresion constituye el principal
factor limitante de la actividad de la telomerasa. La subunidad catalitica hTERT es
codificada por el gen TERT, ubicado en el cromosoma 5p15.33, el cual esta compuesto
por 16 exones y 15 intrones, cuya regulacion transcripcional y epigenética determina en
gran medida la capacidad replicativa de las células y su envejecimiento. A diferencia de
otros genes, el promotor carece de secuencias tipicas como las cajas TATA y CAAT,
pero tiene multiples sitios de unién para factores de transcripcion, lo que lo convierte en
una regién altamente regulable. Tras su sintesis en ciertos tipos celulares, hTERT es
transportada al nucleo, donde se ensambla junto con TERC y proteinas accesorias
previamente mencionadas para formar la telomerasa en su estado activo. Posteriormente
se recluta el complejo Shelterina, lo que permite iniciar el proceso de elongacion de los
telomeros (Cong et al., 2002).

La expresion de hTERT esta sujeta a la regulacion multifactorial. Factores de
transcripcion como c-Myc, Spl, NF-kB que actian como activadores, mientras que
Madl y WT1 funcionan como represores. Ademas, existen mecanismos epigenéticos,
como la metilacion de los promotores del gen hTERT que influye en su transcripcion (L
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MH et al, 2012). Particularmente, la region polimorfica denominada MNS16A sera objeto
de estudio en este proyecto debido a su relevancia en la regulacion de este proceso.

1.3.4 El polimorfismo MNS16A

MNS16A es una region de repeticiones en tandem de namero variable (VNTR, por
sus siglas en inglés Variable Number of Tandem Repeats), localizado corriente abajo del
exoén 16 del gen TERT, especificamente en la region promotora del transcrito antisentido
de hTERT. Esta region se caracteriza por repeticiones cuya secuencia central es de 23
pb (TCCTCTTATCTCCCAGTCTCATC) que puede presentar inserciones del triplete
CAT, el cual corresponde a un sitio de union para el factor de transcripcion GATA-1.
Estas inserciones modifican la longitud total del VNTR y tienen implicaciones funcionales.

En estudios de genotipificacién, Wang et al. (2003) identificaron cuatro variantes
de tamafo: 243, 274, 302 y 333 pb. Posteriormente, en cancer colorrectal y de préstata,
Hofer et al. (2011, 2013) reportaron dos variantes adicionales: 212 y 364 pb. Estas
variantes se agrupan en dos categorias:

VNTR cortos (S): 212, 243, 274 pb
VNTR largos (L): 302, 333, 364 pb

La variante L-302 es la més prevalente en diversas poblaciones humanas.

Ex6n 16

Regién

VNTR
5p15.33. MNS16A I

243 pb

272 pb

Gen hTERT (human telomerase reverse transcriptase)

302 pb

333 pb

Cromosoma 5
(Humano)

Figura 5 Ubicacion cromosémica y posicion del VNTR MNS16A dentro del gen hTERT, mostrando las
variantes analizadas. Adaptado de la Universidad de Arizona (1996).

La longitud del VNTR influye directamente en la actividad promotora de hTERT.
Ensayos de luciferasa han demostrado que los VNTR cortos presentan mayor actividad
promotora que los largos, mostrando una relacion inversa entre el tamafo del fragmento
y la capacidad de inducir transcripcion. En lineas A-427 y LNCaP todos los VNTR fueron
activos, mientras que en SW480 los VNTR largos—particularmente el de 364 pb—no
mostraron actividad significativa (Hofer et al., 2017).
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Desde el punto de vista funcional, esta variabilidad modula la expresion de TERT,
afectando la longitud telomérica y la capacidad proliferativa celular. En general, la
variante S se asocia con mayor actividad de telomerasa, favoreciendo el mantenimiento
telomérico y la estabilidad genética; mientras que la variante L se relaciona con menor
actividad, acortamiento telomérico acelerado y envejecimiento celular (Xia et al., 2013).

Dado que MNS16A influye directamente en la regulacion transcripcional de
hTERT, sus variantes pueden modificar la actividad de la telomerasa y, en consecuencia,
provocar tener efectos duales como contribuir a la estabilidad gendmica y regeneracion
tisular, particularmente en células madre, o favorecer proliferacion descontrolada y
tumorigenesis, asi como envejecimiento prematuro cuando el acortamiento telomérico
es excesivo (Anwar et al., 2021).

1.4 Variantes del gen MTHFR y su impacto.

Ademas de los mecanismos directamente relacionados con la dindmica de los
teldmeros, el envejecimiento celular no depende de un Unico mecanismo molecular, sino
gue también se ve influido por diversas rutas metabdlicas que afectan la estabilidad
genomica y la metilacién del ADN.

Se ha demostrado que niveles elevados de homocisteina inducen estrés oxidativo
al generar especies reactivas de oxigeno (eROS), las cuales dafian el ADN — incluyendo
los telomeros—, comprometiendo su estabilidad e integridad, y, en casos extremos,
activando procesos de apoptosis (Sanchez et al., 2008).

Esta condicion, conocida como hiperhomocisteinemia (definida por
concentraciones plasmaticas elevadas de homocisteina) puede originarse tanto por
deficiencias nutricionales como por mutaciones en enzimas clave del metabolismo del
folato, tales como metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), cistationina beta-sintasa
(CBS) e histona metiltransferasa (HMT) (Soberdn et al.,, 2004; Gonzalez-Devia &
Mendieta-Zerén, 2013).

En este contexto, el metabolismo de un carbono, también conocido como ciclo de
folatos, cobra una relevancia crucial. Se trata de una ruta metabdlica esencial que
permite la transferencia de unidades de carbono en forma de grupos metilo (-CHs), con
dos principales destinos: la sintesis de purinas y timidinas, necesarias para la formacion
de ADN y ARN, y la remetilacion de la homocisteina. A diferencia de organismos como
plantas, bacterias y levaduras, que pueden sintetizar sus propios folatos, los mamiferos,
incluidos los humanos, deben obtenerlos a partir de la dieta (Ducker & Rabinowitz, 2017).

Los folatos, descubiertos en 1931 por Lucy Wills, comprenden una familia de
compuestos que incluye el acido folico y sus derivados (formas dihidro, tetrahidro, metil
y formilo), todos con funciones metabolicas distintas (Shulpekova et al., 2021).
Comparten una estructura compuesta por tres regiones: un anillo de pteridina (CsH4N,),
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un residuo de 4cido para-aminobenzoico (PABA) y una cadena de poliglutamato, la cual
facilita su retencion intracelular (Figura 6) (Ducker & Rabinowitz, 2017).
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Figura 6 Estructura comun de los folatos. Adaptada de Froese et al. (2019).

Dado que el organismo humano no puede sintetizar folatos, estos deben
obtenerse mediante la alimentacion. Entre los alimentos mas ricos se encuentran el
higado de res, espinacas, guisantes, arroz blanco, esparragos, coles de Bruselas,
lechuga romana, aguacate y brocoli (Shulpekova et al., 2021). En el cuerpo, los folatos
estan presentes en su forma biolégicamente activa, el tetrahidrofolato (THF), que
desempeiia un papel central en el metabolismo celular.

En los alimentos, los folatos se presentan principalmente como poliglutamatos, los
cuales son hidrolizados en el intestino por la enzima glutamato carboxipeptidasa Il (GCP
II), convirtiéndose en monoglutamatos, la forma biodisponible junto con el acido félico.
Esta absorcion ocurre principalmente en el duodeno y el yeyuno proximal (Shulpekova
et al., 2021). Una vez en el enterocito, el transporte esta mediado por un transportador
acoplado a protones. Posteriormente, los monoglutamatos se transforman nuevamente
en poliglutamatos, y el folato se reduce sucesivamente a dihidrofolato (DHF) y luego a
THF por accién de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (Vidmar et al., 2019).

El THF, en su forma activa, puede seguir diferentes rutas: participar en la sintesis
de purinas, convertirse en 5,10-metilen-THF mediante la serina hidroximetiltransferasa
(SHMT), o transformarse en 5-metil-THF por accién de la metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), contribuyendo asi a la remetilacion de la homocisteina a metionina.
Esta ultima da origen a la S-adenosilmetionina (SAM), el principal donador de grupos
metilo del organismo, esencial para la metilacion de ADN, ARN, histonas y otras
proteinas (Vidmar et al., 2019).

La MTHFR, codificada en el cromosoma 1p36.3, es una enzima clave del ciclo de
los folatos, encargada de la conversion del 5-10-metilentetrahidrofolato (5,10-metilen-
THF) en 5-metiltetrahidrofolato (5-metil-THF). Esta flavoproteina de 656 aminoacidos
presenta una organizaciéon de mudultiples dominios que permite que su funcién sea
eficiente: su extremo N-terminal contiene una secuencia rica en serina de 35
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aminoacidos, seguida de un dominio catalitico tipo barril B8a8 (TIM) que constituye el
sitio de unién para el cofactor FAD (cofactor dependiente) responsable de la reduccion
de NADPH para generar al 5-metil-THF. Esta molécula actia como sustrato para la
metilacion de la homocisteina a metionina, catalizada por la metionina sintasa con la
vitamina B12 como coenzima permitiendo la sintesis de aminoacidos, purinas,
desoxitimidina monofosfato (dTMP), creatina, epinefrina y la metilacion de ADN vy
proteinas. EI dominio regulador C-terminal, que se une a la S-adenosilmetionina (SAM),
provocando una inhibicion alostérica de la actividad enzimatica y contribuyendo asi a la
regulacion del metabolismo de un carbono (Araszkiewicz et al 2025; Froese et al, 2018,

2019).
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Figura 7 Representacién esquematica de la interrelacién entre el ciclo de los folatos y el ciclo de la
metionina. Adaptado de Apitz-Castro (2015).

Hasta la fecha, se han identificado alrededor de 247 polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) en el gen MTHFR, de los cuales 34 corresponden a variantes raras
asociadas con deficiencia grave de la enzima. Entre ellas destacan las mutaciones
559C>T (dominio catalitico), 1084C>T (region enlazadora) y 1762A>T (dominio
regulador), todas vinculadas a una reduccion drastica de la actividad enzimatica. Sin
embargo, aun no se comprende completamente si la deficiencia deriva de una menor
traduccién de la enzima o de una degradacién acelerada del ARNm. El conocimiento
sigue limitado por el escaso numero de casos clinicos reportados (Leclerc et al., 2013;
Malhi et al., 2023).
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Polimorfismo SNP Localizacién Efecto Referencia
677C>T CoT Exon 4 disminuye la Frosst et al, 1995
actividad enzimatica
(rs1801133) (Ala222Val) ~70% en TT.
Aumenta
homocisteina y
reduce 5-MTHF
1298 A>C A—C Exon 7 Disminuye Van der Put, 1998
moderadamente la
(rs1801131) (Glu429Ala) actividad enzimatica
~40%, no afecta
directamente niveles
de homocisteina.
1317T>C T—-C Exo6n 8 Asociado a ligeras Zhong et al, 2022
variaciones en la
(rs2066470) (1e439Thr) estabilidad térmica
de la enzima.
1793 G > A G—-A Exoén 11 Posible reduccién en Nilsson et al, 2014
la afinidad de union
(rs2274976) (Arg594GiIn) al cofactor FAD.
484 C>T C-T Promotor Asociado con menor Bahari et al, 2016
expresion génica de
(rs13306561) (Regidn MTHFR y menor
promotora) actividad enzimatica.
559 C>T C-T Exén 4 Provoca una Leclerc et al, 2013
reduccion drastica de
(sin rsiD (Arg186Cys) la actividad
reportado) enzimatica.
1084C>T C-T Exén 6 Reduce Leclerc et al, 2013
significativamente la
(sinrsiD (Ala362Val) estabilidad
reportado) estructural de la
enzima.
1762 A>T A-T Exén 11 Asociada a Leclerc et al, 2013
disminucién drastica
(sinrsiD (lle588Phe) de la actividad
reportado) enzimatica.

Tabla 1 Descripcién de algunos polimorfismos del gen MTHFR, ubicacion

y su impacto funcional.
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Las manifestaciones clinicas asociadas a la deficiencia de MTHFR incluyen
hiperhomocisteinemia y homocistinuria, esta Ultima causada por deficiencia de CBS,
caracterizada por acumulacion de homocisteina y su excrecion excesiva en orina. Estos
trastornos se asocian con neuropatia periférica, retraso del desarrollo, hipotonia,
convulsiones y trombosis (Rosenblatt et al., 1995). En contraste, deficiencias leves se
asocian con hiperhomocisteinemia moderada (Kang et al., 1991).

Durante las ultimas décadas, dos polimorfismos del gen MTHFR han adquirido
especial relevancia: 677C>T y 1298A>C, al ser los mas frecuentes en la poblacion. Los
SNPs son sustituciones de una sola base del ADN que generan variaciones genéticas
entre individuos. Dependiendo de su localizacion y del tipo de cambio, pueden modificar
la estructura y funcién de la proteina codificada.

Region rica Dominio Catalitico Region Dominio Regulador
en serina enlazadora
m TN r_/H e
( ) ( )

1 48 644 656

=F-EEiliTITEm

559 C>T 1284 C>T 1317 T>C
(sin rsiD) (sin rsID) (rs2066470)

) 677 C>T 1298 A>C 1793 G>A
B Exon (rs1801133) (rs1801133) (rs2274976)

Figura 8 Estructura del gen MTHFR y polimorfismos conocidos. Adaptado de Massadeh et al. (2019).

El SNP 677C>T es el mas estudiado debido a su alta prevalencia. Corresponde a
la sustitucion de una citosina por una timina en el exén 4, que provoca el reemplazo de
alanina por valina en la posicién 222 del dominio catalitico. Este cambio aumenta la
hidrofobicidad local, disminuye la afinidad por el FAD y reduce la estabilidad cuaternaria
(Pejchal et al., 2006). Como resultado, la enzima se vuelve termolabil, con una reduccion
de la actividad al 65% en heterocigotos (CT) y al 30% en homocigotos (TT), en
comparacién con el genotipo silvestre (CC) (Frosst et al., 1995). Esta pérdida de funcion
se asocia con hiperhomocisteinemia, un factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares y defectos del tubo neural (Morales del Marchin et al., 2015).

En poblaciones francocanadienses, Frosst et al. (1995) reportaron frecuencias de
CC 12%, CT 51% y TT 37%, mientras que en la poblaciéon mexicana mestiza Contreras-
Cubas et al. (2016) informaron CC 23%, CT 51% y TT 26%, diferencias atribuibles a
factores étnicos y geograficos.

EI SNP 1298 A>C implica la sustitucion de una adenina por una citosina en el exén
7, produciendo un cambio de glutamato a alanina en el dominio regulador (Yamada et
al., 2001). A diferencia del 677C>T, no genera termolabilidad ni altera la union del FAD;
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sin embargo, modifica la conformacion del dominio regulador, impidiendo la union de
SAM y su retroalimentacion negativa sobre la enzima (Ravaei et al., 2023).

En la poblacion mexicana mestiza, este polimorfismo es menos frecuente: AA
74%, AC 24%, CC 2% (Contreras-Cubas et al., 2016). Su efecto aislado es menor que
el del 677C>T; segun Wiik et al. (2023), la actividad enzimatica disminuye a 90% en
heterocigotos y 70% en homocigotos. Aun asi, se ha relacionado con defectos del tubo
neural y otras patologias con menor fuerza de asociacion (Xia et al., 2014).

Cuando se presenta el polimorfismo 677C>T de manera aislada, se reduce la
actividad enzimética y la estabilidad térmica de MTHFR, elevando los niveles de
homocisteina. Por su parte, el polimorfismo 1298A>C provoca un efecto leve de los
niveles de homocisteina. Sin embargo, la presencia combinada de ambos polimorfismos
puede agravar la disfuncion enzimatica, aumentando su relevancia clinica. Este
fendmeno se conoce como la doble heterocigosidad o heterocigosidad compuesta. La
literatura indica que, cuando estas variantes coexisten, se presenta un perfil similar al
homocigoto 677TT, en los cuales la actividad de la enzima se reduce sélo al 30%
provocando mayores niveles de homocisteina, menores concentraciones de folato y un
riesgo moderado a defectos del tubo neural, aunque sin significacion estadistica
contundente debido al tamafio reducido de las muestras (Van der Put et al., 1998).

En consecuencia, las alteraciones derivadas de los SNPs MTHFR y en el ciclo de
la metionina tienen implicaciones importantes para la metilacion del ADN, un proceso
epigenético fundamental que regula la expresion génica, incluyendo regiones
subteloméricas. Estas regiones, ricas en islas CpG, muestran una correlaciéon positiva
entre su grado de metilacién y la longitud de los telémeros. Por tanto, una disfuncién en
estas rutas metabdlicas puede reducir la disponibilidad de grupos metilo, afectar la
integridad telomérica, acelerar el envejecimiento celular y aumentar el riesgo de
enfermedades relacionadas con la edad (Manivel, 2021; Buxton et al., 2014; Choudhury,
2016).

En este sentido, la identificacion de biomarcadores moleculares relacionados con
el envejecimiento celular, como los abordados en este proyecto, podria tener un impacto
relevante en la practica clinica. La evaluacion del acortamiento telomérico, de las
variantes genéticas de las enzimas implicadas en su mantenimiento como hTERT y los
polimorfismos en genes claves en el ciclo de los folatos como MTHFR 677C>T y
1298A>C, constituyen un eje fundamental para la identificacion de posibles
biomarcadores en poblaciones genéticamente diversas como la mexicana. La evaluacion
de estos indicadores podria permitir detectar predisposicién genética a enfermedades
asociadas con la edad, facilitar diagnésticos tempranos, ofrecer prondsticos mas
precisos y abrir nuevas posibilidades para el desarrollo de terapias dirigidas que
optimicen la funcion de las rutas metabdlicas implicadas. Su estudio resulta esencial no
s6lo para comprender los mecanismos moleculares que sustentan el envejecimiento
saludable, sino también para evaluar como estos procesos se manifiestan en distintos
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contextos genéticos, aportando informacion clave para la identificacion de perfiles
moleculares del envejecimiento y su potencial aplicacién clinica. Sin embargo, aun se
desconoce si existen diferencias moleculares asociadas con el envejecimiento saludable
en la poblacién mexicana, lo que constituye la principal brecha de conocimiento que este
estudio busca abordar.

2. JUSTIFICACION

La transicion demografica actual ha dado lugar a una poblacion con una mayor
esperanza de vida. Sin embargo, este incremento en la longevidad no siempre se
acompanfa de una buena calidad de salud, lo cual representa un desafio significativo para
la ciencia y la medicina. En épocas anteriores, la esperanza de vida era
considerablemente menor debido a las altas tasas de mortalidad por enfermedades
infecciosas, especialmente en edades tempranas. Gracias al desarrollo de vacunas,
antibidticos y otras intervenciones médicas, estas enfermedades han sido en gran
medida controladas, permitiendo que un mayor niumero de personas alcancen edades
avanzadas.

En este nuevo contexto, el objetivo principal ya no es Unicamente prolongar la
vida, sino favorecer un envejecimiento saludable. Para ello, resulta fundamental
comprender los mecanismos bioldgicos que subyacen al proceso de envejecimiento,
particularmente en organismos o individuos que presentan caracteristicas asociadas a
un envejecimiento exitoso. En este sentido, el desarrollo y validacion de biomarcadores
especificos que permitan identificar y evaluar los cambios moleculares relacionados con
la edad constituyen un paso crucial. Estos marcadores no sélo facilitaran el diagnéstico
temprano de alteraciones asociadas al envejecimiento, sino que también permitiran
disefiar estrategias de intervencién mas efectivas para promover una mejor calidad de
vida en la vejez.

No obstante, México es un pais con escasez de estudios que integren tanto
indicadores moleculares del envejecimiento como lo es la longitud de los telémeros, las
variantes de hTERT y variantes genéticas implicadas en el metabolismo de folatos como
del gen, MTHFR. Esta falta de conocimiento limita la falta de comprension de los factores
de tipo genéticos y metabdlicos que podrian influir en el mantenimiento de la integridad
genomicay, por ende, en un envejecimiento saludable. Es por eso que este estudio tiene
como finalidad poder aportar evidencia sobre la relacion de estas variantes y marcadores
biologicos del envejecimiento en la poblacion mexicana.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen diferencias en la longitud relativa de los telomeros y en las variantes
genéticas asociadas a la telomerasa y al metabolismo del acido folico entre adultos
mayores (= 60 afos) con envejecimiento saludable y un grupo de referencia de adultos
jovenes (30-34 afios)?

4. HIPOTESIS

El andlisis de la longitud relativa de los telomeros y de las variantes genéticas
asociadas a la telomerasa (hTERT) y al metabolismo del acido félico (MTHF) permitira
determinar si los adultos mayores con envejecimiento saludable (= 60 afos) presentan
una mayor longitud telomérica y una distribucion diferencial de dichas variantes,
asociadas con un metabolismo del folato mas eficiente, en comparacién con adultos
jovenes de referencia (30-34 afos).

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Analizar y caracterizar los biomarcadores moleculares en muestras de adultos

mayores con envejecimiento saludable, estratificadas por décadas de edad, y
compararlos tanto entre si como con un grupo de adultos jovenes de referencia.

5.2 Objetivos particulares

1. Comparar la longitud relativa de los teldmeros entre los grupos de adultos
mayores y el grupo de adultos jovenes utlizando la proporcién
T(telomero)/S(genes de copia unica).

2. ldentificar las diferencias en la composicion genética de la region VNTR MNS16A,
ubicada en el promotor del transcrito antisentido del gen hTERT.

3. Determinar la genotipificacion de las variantes 677C>T (rs1801133) y 1298A>C
(rs1801131) del gen metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
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6. MATERIALES Y METODOS
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El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion y el Comité de
Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
bajo el cédigo GEN-4982-24-26-1.

El reclutamiento comenzé con una entrevista, realizada por las médicas genetistas
del Departamento de Genética del INCMNSZ. En esta entrevista se explicoO de manera
detallada el objetivo del estudio y las actividades previstas, y se aplicaron cuestionarios
orientados en aspectos cognitivos y de salud general, los cuales permitieron obtener
informacion relevante, incluidos datos antropomeétricos y generales del participante para
conocer el estado de salud fisico y mental. Asimismo, se les presenté una carta de
consentimiento informado, en la que se especific6 que los datos recabados fueron
utilizados exclusivamente para los fines del presente estudio y, en su caso, para estudios
posteriores relacionados.

En caso de que el participante no cumpliera con los criterios de inclusion y
exclusion establecidos (descritos en el siguiente apartado), se le informé de su no
elegibilidad y se procedié a la destruccion de toda la informacion recopilada hasta ese
momento. Si el participante cumplia con los criterios y aceptaba formar parte del estudio,
se procedi6 a la toma de muestra sanguinea para la extraccion de ADN, con el propdsito
de emplearlo en técnicas de biologia molecular.

6.2 Reclutamiento de participantes

La difusién del estudio se realiz6 principalmente a través de un video informativo,
en el que se invitd a personas adultas mayores que cumplian con los criterios de inclusion
(véase apartado 6.3) a participar en el proyecto sobre envejecimiento saludable. Este
video fue distribuido mediante redes sociales como Facebook, Instagram y WhatsApp,
con el objetivo de alcanzar a un mayor nimero de personas interesadas. Adicionalmente,
se elaboraron tripticos impresos con el mismo contenido del video, para facilitar una
difusion presencial, especialmente entre personas que cumplian con el perfil requerido y
gue podrian no tener acceso a medios digitales.

Los participantes del estudio se distribuyeron en grupos definidos por la edad y
balanceados por sexo:

e Grupo de comparacion: 40 adultos jovenes de entre 30 y 34 afos, con
distribucion equitativa de género (20 hombres y 20 mujeres).

e Grupos de estudio: Dos subgrupos, cada uno integrado por 40 adultos
mayores saludables (20 hombres y 20 mujeres) en los siguientes rangos de
edad:

o 60 a 64 afos
o 70 a 74 afos
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Los participantes seleccionados se agruparon de acuerdo con criterios
poblacionales y epidemiolégicos. Se ha definido que adulto joven son personas que se
encuentran entre sus 25-44 afios, en concordancia con la clasificacion del Consejo
Nacional de la poblacion (CONAPO, 2010). Por otro lado, se considera adulto mayor a
personas de 60 afios 0 mas, de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS,
2002) y organismos internacionales para estudios sobre envejecimiento. Esta
categorizacion nos permitira poder comparar grupos de edad diferentes. Ademas, la
literatura sobre longitud telomérica ha mostrado diferencias consistentes vy
estadisticamente significativas entre jovenes y adultos mayores a nivel poblacional,
incluyendo metaanalisis que describen la relacion no lineal y la disminucion de la longitud
telomérica a lo largo de la vita, asi como estimaciones de la tasa de acortamiento por
afo, por lo que esto respalda la capacidad del biomarcador para distinguir entre grupos
etarios con la resolucién utilizada en este estudio (Nawrot et al., 2010;Chen et al., 2021,
Ye et al., 2023).

Debido a los criterios de inclusion y exclusion, se contemplé cierta flexibilidad en
la seleccidon de participantes, permitiendo la inclusién de personas que se encontraran
hasta un afio por debajo o por encima del rango de edad establecido. Esta consideracion
tuvo como objetivo mantener la coherencia del grupo etario sin comprometer la validez
del estudio, al mismo tiempo que favorecié una mayor representatividad y nimero de
participantes.

En total, fueron reclutados 115 de los 120 participantes esperados, distribuidos
entre los tres grupos etarios.

Los participantes seleccionados fueron contactados previamente y se les agendé
una cita para acudir al Departamento de Genética del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, ubicado en Vasco de Quiroga 15, Belisario
Dominguez Seccién 16, Tlalpan, 14080, Ciudad de México, CDMX.

Durante su visita, se les proporcion6 informacion detallada sobre el proyecto y se
resolvieron todas sus dudas. Posteriormente, se procedio a la firma del consentimiento
informado. Una vez confirmada su participacion, se aplicaron cuestionarios orientados a
evaluar el estado de salud fisica y mental, asi como la calidad del suefio y el estado
nutricional. Finalmente, se realizd la toma de muestra sanguinea para su posterior
analisis molecular.

Entre los cuestionarios aplicados se encontraban:

e Cuestionario de evaluacion SF-36:
Este cuestionario consta de 36 items organizados en ocho subescalas que evallan
diferentes dimensiones de la salud, como funcionamiento fisico, limitaciones por
dolor, energia/vitalidad, salud mental, entre otras. Se utiliza para medir la calidad de
vida relacionada con la salud de los adultos mayores, y en este estudio se
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seleccionaran aquellos con puntuaciones por encima del percentil 50, lo que indica
un bienestar fisico y mental superior al promedio.

e Mini-Mental State Examination (MMSE):
Es una herramienta breve para evaluar el deterioro cognitivo mediante 30 preguntas
que cubren éareas como orientacidbn, memoria, lenguaje y habilidades viso-
constructivas. La puntuacion total va de 0 a 30, y un puntaje de 27 o menos indica un
posible deterioro cognitivo.

e Valoracion geriatrica integral:
Se recopilaron datos sociodemograficos, antecedentes de tabaquismo, consumo de
alcohol, diagndsticos preexistentes y uso de farmacos (como metformina, estatinas,
fibratos, etc). Incluye evaluacion del estado funcional, del estado de animo y la
movilidad, asi como de examenes fisicos realizada por personal médico especialista
y se recolectaran peso y talla para el posterior calculo del indice de masa corporal,
consignado dentro de la Encuesta Clinico-Genética

e Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA):
Este cuestionario semicuantitativo se utiliza para evaluar la frecuencia de consumo
de alimentos y estimar la ingesta diaria de energia, macronutrientes y micronutrientes.
Esta validado para su uso en la poblacion mexicana y proporciona informacion sobre
los habitos alimenticios y el estado nutricional de los participantes.

e Mini-Nutritional Assessment (MNA):
EI MNA es una herramienta de cribado disefiada para identificar a individuos en riesgo
de desnutricibn o aquellos que ya presentan desnutricion establecida. Evalta
diversos factores relacionados con el estado nutricional, tales como la reduccién en
la ingesta de alimentos, pérdida de peso, indice de masa corporal (IMC),
circunferencia braquial y de pantorrilla, asi como el patrén de alimentacion y la
frecuencia de las comidas diarias, entre otros.

6.3 Criterios de seleccidn

6.3.1 Criterios de inclusion

6.3.1.1 GRUPO DE ADULTOS MAYORES SALUDABLES 60+:

e Edad: 60 afios 0 mas (60 +)

e Estado de Salud: autoreporte de buen estado de salud general, definido por la
ausencia de enfermedades crénicas, como enfermedad coronaria, hipertension,
diabetes, accidente cerebrovascular, enfermedad neuromuscular, enfermedad
renal cronica, enfermedad autoinmune o cancer.
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e Origen Etnico: los cuatro abuelos nacidos en México.

e Firma de Consentimiento Informado: aceptacion de participar en el estudio
después de recibir y comprender informacion detallada sobre los objetivos del
estudio, los procedimientos, los posibles beneficios y riesgos, asi como sus
derechos, incluyendo la confidencialidad de los datos y la libertad de retirarse del
estudio en cualquier momento.

6.3.1.2 GRUPO DE ADULTOS JOVENES 30-34:

e Edad: Se incluyeron personas entre 30 y 34 afios.

e Estado de Salud: Presentaban buen estado de salud general sin diagnéstico de
enfermedades cronicas.

e Origen y Residencia: Habian nacido y residian en México, con padres y abuelos
mexicanos.

e Sin factores de riesgo para enfermedades cronicas, como consumo excesivo de
alcohol, tabaquismo o abuso de sustancias téxicas

6.3.2 Criterios de exclusion

6.3.2.1 GRUPO DE ADULTOS MAYORES SALUDABLES 60+ :
Para el grupo de adultos mayores de 60+ se excluyen participantes con:

e Participantes con alguna enfermedad crénica grave no considerada en los criterios de
inclusion.

° Uso de medicamentos con efectos en el sistema nervioso central (alcaloides y
derivados).

) Mujeres embarazadas o en etapa de lactancia.

Criterios de eliminacion:

e Cualquier hallazgo clinico, bioquimico o citogenético identificado durante el
estudio que sugiera una condicion de salud no diagnosticada previamente y que
pueda representar enfermedad activa o interferir con la interpretacion de los
resultados, constituira motivo de exclusion.
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6.4 Operacionalizacion de las variables

en kilogramos

Variables Definicion operacional Tipo

Edad Afios cumplidos al momento de la Cuantitativa continua
recoleccion de Ia informacion y cuantitativa ordinal

Sexo Lo observado durante el interrogatorio Cualitativa nominal
diracto

IMC Se define como el resultado del peso en Cuantitativa continua
kilogramos entre la allura en metros
cuadrados

Peso e define como la masa del cuerpo medida Cuantitativa continua

Frecuencia &lélica

Mimero de veces que se detecta una
variante génica especifica (alelo) en un
grupo de individuos.

Cuantitativa continua

Frecuencia genotipica

Mimero de wveces que se detecta una
combinacian especifica de dos alelos en un
grupo de individuos.

Cuantitativa continua

Frecuencias alélicas v
genofipicas de las
variantes

rs1801133 y rs1301131)

génicas (WVHTR-MNS164,

Tipo de variantes obtenidas por medic del
diagnasfico molecular por el método de
discriminacion alélica PCR-VMTR v gPCR-
Tagman

Cualitativa nominal

Homaocisteina

Miweles de homocisteina en  sangre.
Valores de referencia del laboratorio central
INCMMSZ

Mujeres = 10.40 ymollL Hombres < 11.40
pmolL

Cuantitativa continua

Miveles de acidoe falico en sangre. Valores

INCMNSZ
Mujeres y Hombres 187-883 ng/mL

Acido folico de referencia del laboratoric  central
INCMMSE Cuantitativa continua
Mujeres y Hombres 3.1-20.5 ng/mL
Miweles de Vitamina B12 en sangre.
Vitamina B12 Valores de referencia del laboratorio central Cuantitativa continua

Longitud Telomérica
Relativa

Es la relacion T/S, nommalizada al ADM
calibrador, calculada comparando el nivel
de ADN telomérico (T) con el gen de beta-
globina de copia Onica (S) en ADM
genomico derivado de sangre wvenosa
mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Cuantitativa continua

Tabla 2 Matriz de operacionalizacién de variables, donde se especifica la definicién operacional de cada
una, asi como su clasificacién como cuantitativa o cualitativa.
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6.5 Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos Vacutainer con EDTA de
6 mL. El uso de EDTA como anticoagulante es fundamental en estudios genéticos, ya
que previene la coagulacion sanguinea y preserva la integridad del ADN en los
leucocitos. Este agente quelante inactiva los iones de calcio necesarios para la cascada
de coagulacion, asegurando asi que las muestras permanezcan estables y aptas para
los procedimientos posteriores de extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realizé con el Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Cat. No. A1620), siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras
modificaciones. Este método fue seleccionado por su eficiencia para aislar ADN
genomico de alta pureza a partir de células nucleadas en sangre periférica, garantizando
un rendimiento adecuado para ensayos de genotipificacion y cuantificacion telomérica.

Las modificaciones implementadas al protocolo original se centraron en ajustes
menores en los volimenes de pipeteo, tiempos de incubacién en frio y manejo de la
muestra, con el objetivo de optimizar la recuperacion de ADN y minimizar la posible
degradacion durante el proceso.

Este kit utiliza un protocolo basado en soluciones para el aislamiento de ADN a
partir de globulos blancos. Su metodologia permite obtener ADN de alta pureza e
integridad en un tiempo relativamente corto y con un procedimiento sencillo, adecuado
para aplicaciones moleculares posteriores. La composicién de reactivos utilizados se
presenta en la anexo Al para consulta complementaria.

6.5.1 Protocolo estandarizado para extraccion de ADN

A cada muestra se le incorporaron 1200 pyL de Soluciéon de Lisis Celular, y
posteriormente fue invertida entre cinco y seis veces con el fin de asegurar una adecuada
homogeneizacion. La mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente durante diez
minutos, realizandose de dos a tres inversiones adicionales durante ese tiempo. Después
de la incubacion, las muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm durante un minuto a
temperatura ambiente.

Tras este proceso, se elimind cuidadosamente el sobrenadante, procurando
mantener el pellet sumergido en un volumen residual de entre 10 y 20 uL de la solucion.
A continuacion, se repitieron los pasos anteriores desde el inicio, para reforzar la
eficiencia del procedimiento.

Posteriormente, el contenido fue pipeteado de tres a cuatro veces y se sometio a
una agitacion vigorosa en vortex, lo que permitio la resuspension completa de los
linfocitos, lograda tras aproximadamente 10 a 15 segundos. A la suspension resultante
se le afadieron 500 pL de Solucién de Lisis Nuclear, y se homogeneizé mediante cinco
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aspiraciones y dispensaciones controladas con la pipeta. Esta mezcla fue incubada a
37°C durante diez minutos.

Una vez transcurrido este tiempo, las muestras fueron llevadas nuevamente a
temperatura ambiente, momento en el cual se incorporaron 170 yL de Soluciéon de
precipitacion de proteinas (PPS). Se realiz6 un vortex vigoroso de 10 segundos y se
mantuvieron las muestras en hielo durante quince minutos, con una breve agitacion
adicional al final del periodo.

La centrifugacion subsiguiente se llevo a cabo a 13,000 rpm durante tres minutos.
El sobrenadante se transfiri6 con cuidado a un nuevo tubo Eppendorf, se agito
brevemente por cinco segundos en el vortex y se mantuvo nuevamente en hielo por otros
guince minutos. Este procedimiento fue seguido por una segunda centrifugacion bajo las
mismas condiciones, y el sobrenadante resultante se transfirié a otro tubo que contenia
750 pL de isopropanol.

A partir de este punto, la mezcla fue invertida con suavidad hasta que se
observaron hebras blancas, indicativas de la presencia de ADN. Se espero6 un lapso de
8 minutos para permitir que el ADN precipitara completamente y se agruparan en hebras
visibles, lo cual mejor6 la eficiencia de la posterior centrifugacion. Después de este
tiempo, se realiz6 una nueva centrifugacion a 13,000 rpm por dos minutos, tras la cual el
sobrenadante fue cuidadosamente decantado, conservando Unicamente el pellet.

A continuacion, se agregaron 300 pyL de etanol al 70% en el pellet, invirtiendo
suavemente el tubo para permitir que el botdn de ADN se despegara del fondo. Se repitid
la centrifugacion bajo las mismas condiciones y se eliming el sobrenadante sin perder el
boton de ADN. El tubo fue colocado en posicién invertida sobre papel absorbente y se
dej6 secar durante toda la noche a temperatura ambiente.

Finalmente, al dia siguiente de la extraccion se afiadieron 100 yL de Solucion de
rehidratacion de ADN al tubo y se dejo reposar nuevamente a temperatura ambiente
durante la noche. Posteriormente, se complet6 el proceso con una incubacion de una
hora a 65°C para asegurar la completa rehidratacion del ADN.

6.5.2 Cuantificacion de la calidad, integridad y pureza del ADN

Una vez hidratado completamente, el ADN fue evaluado para determinar su
calidad, cantidad e integridad. La cuantificacion se realiz6 mediante espectrofotometria
UV-Visible en un NanoDrop (Thermo Scientific), seleccionando el modo de acidos
nucleicos y calibrando el equipo con 0.8 uL en el lector.

Las muestras que presentaron relaciones A260/230 dentro del rango 6ptimo (1.8-
2.0) y A260/280 superiores a 2.0 fueron consideradas de alta pureza. Ademas, la
integridad del ADN fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.6%,
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observando bandas sin sefiales de degradacion. 30 ng/pL (volumen total de 50 uL). Tanto
las alicuotas originales como las diluciones se almacenaron a -70°C y se descongelaron
Unicamente al momento de su uso en técnicas moleculares especificas, preservando su
estabilidad e integridad.

6.6 Genotipificacion del VNTR MNS16A en gPCR de punto
final

Para la realizacion de la PCR se utilizo la enzima HotStarTag® DNA Polymerase
(N.° de lote 166030112, QIAGEN), seleccionada por sus propiedades que favorecieron
una amplificacion especifica y confiable. Esta polimerasa, termoestable y modificada
permanencia inactiva a temperatura ambiente, requiriendo un paso de activacion inicial
a altas temperaturas (mayores a 90 °C), lo cual evité la actividad enzimatica prematura.
Esta caracteristica es particularmente util para prevenir la amplificacion inespecifica y
redujo la amplificacion inespecifica, como la formacion de dimeros de iniciadores,
durante la preparacion de la mezcla de reaccion.

De acuerdo con Wang et al. (2006), los oligonucleétidos utilizados abarcaron la
region correspondiente a las repeticiones en tandem, aplicAndose el primer sentido
(forward) 5'-AGGATTCTGATCTCTGAAGGGTG-3' y el primer antisentido (reverse) 5'-
TCTGCCTGAGGAAGGACGTATG-3'.

Los oligonucleédtidos fueron sintetizados por la empresa IDT (Integrated DNA
Technologies) conforme a las secuencias publicadas en la literatura (Budak et al., 2019).
Las caracteristicas fisicoquimicas de estos oligonucleétidos se presentan en la Tabla 3.

El primer forward fue marcado con el fluorocromo 56-FAM (fluoresceina) en el
extremo 5°, con una absorbancia maxima de 495 nm y una emision maxima de 520 nm,
de adecuado para la deteccion mediante fluorescencia en un rango de pH 7.5-8.6.

ID SECUENCIA Pb nmoles | Tm MW

MNS16A_VNTR_F_FAM 5°-/56-FAM/ AGG ATT CTG ATC | 23 | 103.5 | 55.9°C | 7,672.1
TCT GAA GGG TG -3

MNS16A_VNTR_R 5-TCT GCC TGA GGA AGG | 25 245 58.4°C | 6,815.5
ACG TAT -3

Tabla 3 Caracteristicas fisicoquimicas de los oligos utilizados para la amplificacion del VNTR MNS16A,
incluyendo su secuencia, temperatura de fusiéon (Tm), longitud (pb), cantidad entregada (nmoles) y peso
molecular (MW).
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Se prepard una mezcla de reaccion que incluye a Hot Start Taqg MMx (Contenido:
ADN polimerasa HotStatTaq, Tampon exclusivo de PCR y dNTPs) de Qiagen, es una
mezcla que evitd un amplio nimero de pipeteos eliminando el riesgo de contaminacion,
aumentando su rendimiento y su reproducibilidad, MILIQ-H20O y los primers previamente
descritos.

Una vez realizada esta mezcla se colocaron 13 L en tiras de tubos de PCR de
AXYGEN Yy en cada tubo se agregaron 2 pL de la dilucion de ADN 30 ng/uL que se
requiri6 estudiar, esta preparacion nos permitié la caracterizacidon genotipica de
MNS16A. En la A2 y A3 del anexo donde se describe y detalla la concentracion y el
volumen final de la mezcla de reaccion, asi como las condiciones en las cuales se realizd
la amplificacion de los fragmentos. La reaccion se llevé a cabo utilizando un termociclador
de la marca Applied Biosystems, modelo SimpliAmp, con nimero de serie 228002152.

Al finalizar la PCR, se tomaron 2 L del producto amplificado y se diluyeron 1:100
en agua Mili-Q, con el fin de obtener una menor concentracion adecuada para la
separacion por electroforesis capilar.

Para la electroforesis capilar se preparé una mezcla que contenia Formamida Hi-
Di™ (Fisher Scientific, 2025) y el marcador de tamano GS-LIZ-600 (Applied
Biosystems®), se colocaron 14uL de dicha mezclay 1 pL de la diluciéon obtenida de la
muestra.

La Formamida Hi-Di™, se utilizd para suspender las muestras antes de la
inyeccién electrocinética, mientras que el marcador GS-LIZ-600 permitié la cuantificacion
y determinacion del tamafio de los fragmentos de ADN en el rango de 20 a 600
nucleétidos. Las concentraciones y volimenes empleados se detallan en A4 del anexo.

La reaccion se realizd en el equipo Applied Biosystems Sanger Sequencing 3500
Series Genetic Analyzers en conjunto con el software propio del equipo. Una vez
finalizada la reaccién se obtuvieron electroferogramas a partir de los cuales se realizo el
analisis de las variantes de longitud de la region MNS16A.

6.7 Genotipificacion de las variantes de MTHFR en PCR
Tiempo Real

Las variantes del gen MTHFR con los polimorfismos de un solo nucledétido 677C>T
(rs1801133) y 1298A>C (rs1801131) fueron identificadas mediante gPCR en tiempo real,
una técnica de discriminacion alélica basada en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Esta metodologia permitio amplificar y detectar de forma precisa los alelos
especificos de dichas variantes genéticas a partir de ADN gendémico.

Cada variante conto con su propia sonda TagMan®, la cual fue disefiada con un
fluoréforo (reporter) en el extremo 5 y un inhibidor de fluorescencia (quencher) en el
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extremo 3°. Esta sonda permitio la discriminacion alélica, ya que estaba marcada de
manera diferencial para cada alelo, facilitando la deteccion especifica durante la
amplificacion.

Dado que se analizaron dos variantes genéticas, se prepararon dos mezclas de
reaccion independientes, una para cada polimorfismo de interés. Cada mezcla incluyé el
reactivo TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems®), el cual esta
especificamente optimizado para la genotipificacion de SNPs mediante el uso de sondas
TagMan™. Esta mezcla estuvo compuesta de ADN polimerasa ultrapura AmpliTaq
Gold™, dNTPs sin dUTP, referencia pasiva 1, y otros componentes optimizados para la
amplificacion especifica (Thermo Fisher Scientific, 2025). Ademas, se incorporo el tinte
ROX, qué actud como referencia pasiva para normalizar la sefial de fluorescencia emitida
durante la PCR (Thermo Fisher Scientific, 2025).

A cada mezcla se le afadi6 un reactivo comercial especifico para la
genaotipificacion de variantes genéticas humanas:

e rs1801133 TagMan® Genotyping Assay Mix (20X)
e rs1801131 TagMan® Genotyping Assay Mix (20X)

Cabe destacar que, aunque las mezclas de reaccion utlizadas para la
genotipificacion de rs1801133 y rs1801131 son practicamente idénticas en su
composicion —diferenciandose Unicamente en el reactivo TagMan® especificas para
cada SNP—, las condiciones de amplificacion no son iguales. Las reacciones se llevaron
a cabo en un StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EE. UU.),
utilizando 40 ciclos para el ensayo del polimorfismo 677C>T y 60 para el 1298A>C, segun
las especificaciones de cada protocolo.

En los anexos, se presentan las tablas A5 y A6, que describen los componentes
y volimenes empleados en cada mezcla de reaccion, junto con los perfiles térmicos
especificos aplicados en los diferentes protocolos de PCR (anexo A7 y A8).

El proceso incluy6 tanto muestras biol6gicas como controles positivos y negativos,
los cuales fueron fundamentales para validar la especificidad y confiabilidad de la
amplificacion, asi como para facilitar la correcta interpretacion de los resultados
obtenidos en cada muestra.

Una vez concluida la amplificacion, las muestras fueron clasificadas de acuerdo
con las tres posibles variantes genotipicas: CC (homocigoto silvestre), CT (heterocigoto)
y TT (homocigoto mutado). Los resultados de la PCR fueron posteriormente organizados
y clasificados segun su agrupacion en un grafico de discriminacion alélica, el cual
permitié diferenciar las variantes con base a los patrones de fluorescencia detectados.
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Para la identificacion de la variante A1298C del gen MTHFR, se realiz6 una PCR en
tiempo real con discriminacién alélica, siguiendo un protocolo similar al empleado para
la variante C677T, con la diferencia de que las muestras se clasificaron como AA
(homocigoto silvestre), AC (Heterocigoto) y CC (Homocigoto mutado).

6.8 Estimacion de longitud telomérica

La longitud de teldmeros en leucocitos (LTL) se evalué mediante la técnica
Monochrome Multiplex gPCR (MM-gPCR), basada en la amplificacion simultanea de la
secuencia telomérica (T) y de un gen de copia Unica de referencia (S, gen HBB) en el
mismo pozo de reaccion (Cawthon, 2009). La relacion T/S se utilizé6 como medida relativa
de la longitud telomérica, donde un valor T/S mayor a 1 indica telomeros mas largos en
comparacién con la muestra de referencia (Figura 9).

T cantidad de ADN telomérico (T)
Relacion— = . -
S Cantidad de ADN de referencia (S)

Individuo 1: Individuo 2:

telomeros mas largos teléomeros mas cortos
gen de copia Unica (S) telomero (T) largo gen de copia unica (S) telémero (T) corto
(=] i [ o s s (= ===
/> <\ /> <\
ﬂ gPCR ﬂ gPCR ﬂ gPCR ﬂ gPCR
S=27 T=37 S$=23 T=15
T/IS =1.37 T/IS = 0.65

Figura 9 Representacion grafica del fundamento de la técnica de determinacién de LTR mediante gPCR
(Adaptada de Lapham, y col., 2015).

Los oligonucleotidos fueron disefiados para permitir la amplificacion diferencial: El
fragmento de referencia (S, HBB) se amplifica a una temperatura de 88°C, mientras que
los fragmentos teloméricos (T) se desnaturalizan completamente. El fragmento
telomérico se alinea a una temperatura de 62°C y se amplifica a 74°C, lo que garantizo
la uniformidad en el tamafio de los productos amplificados mediante el disefio de primer
antisentido especifico.

Las reacciones se realizaron utilizando el Kit QuantiNova PCR (Qiagen),
ajustando las condiciones de PCR conforme a las recomendaciones de Cawthon (2009).
Cada reaccion contenia 2x QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix, dNTPs, y los
oligos correspondientes a los primers Forward y Reverse de teldbmeros y de HBB.

Los ensayos se llevaron a cabo en un disco de 100 pozos del equipo Rotor-Gene
Q, ejecutando cada muestra por triplicado, resultando en un total de 99 muestras,
mientras que el pozo restante se destind a un control. Los primeros pozos del disco
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incluyeron una curva estandar de cinco diluciones —utilizada para evaluar la eficiencia y
linealidad de la reaccion de amplificacion—, junto con muestras de teldmeros conocidos,
una muestra de ADN gendémico humano masculino (HMDNA) y una de la linea celular
K562 (leucemia mieloide crénica), los pozos restantes (Aproximadamente 69) se
destinaron a las muestras experimentales.

El A9y el A10 colocadas en la seccion de anexos, muestran las concentraciones
de los reactivos utilizados por reaccion y para el total de 100 pozos, ademas de las
condiciones que fueron establecidas para la amplificacion mediante PCR.

Tras la amplificacion de las secuencias de telémeros y del gen de referencia HBB,
se genero una curva de disociacion (melting curve) mediante un incremento gradual de
la temperatura, con el objetivo de evaluar la pureza y especificidad de los productos
amplificados. En dicha curva, se representé la temperatura en eje X y la derivada de la
fluorescencia en funciéon de la temperatura (-dF/dT) en el eje Y, lo que dio lugar a la
aparicion de picos caracteristicos en el gréfico.

Cada pico se interpretdé como la temperatura de disociacién (Tm) de los
productos amplificados —punto en el que la doble hebra de ADN se desnaturaliza—, lo
que reflejé la composicion y longitud de los amplicones. Se identificaron dos picos bien
definidos correspondientes a los telomeros (Tm= 76°C) y al gen HBB (Tm= 88°C), lo que
confirmo la ausencia de amplificaciones inespecificas y la no formacién de dimeros de
nucleétidos, garantizando la especificidad y reproductividad de la técnica.

/. RESULTADOS

7.1 Reclutamiento y distribucion de la muestra

El presente proyecto inicio el reclutamiento el dia 9 de septiembre de 2024. Desde
entonces, y hasta la fecha de corte del 22 de septiembre de 2025, logrando integrar un
total de 115 individuos de los 120 contemplados. Esto representa un avance del 95.8%
respecto a la muestra total esperada. Del total de participantes reclutados, 60 son
mujeres y 55 son hombres. Todos los individuos han sido distribuidos en los tres grupos
etarios, de acuerdo con su edad (Tabla 4).

Dichos grupos estan definidos de la siguiente manera: 30-34 afios; 60-64 afios y
70-74 anos.

A continuacién, se presenta la distribucion de los participantes en cada grupo
etario. Como se puede observar, en los tres grupos de edad, los grupos femeninos ya se
encuentran completos. Lo mismo ocurre con el grupo de hombres de 60-64 afnos. Por
una parte, el grupo de hombres de 30-34 afios faltdé un participante para completar la
muestra, y en el de 70-74 afios aun faltan cinco. Debido al cierre del periodo de
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recoleccion de muestras, ya no se incorporardn nuevos participantes, por lo que la
distribucion presentada corresponde al total final de la muestra analizada.

GRUPOS MUJERES HOMBRES TOTAL

DE EDAD | ESPERADO AVANCE ESPERADO AVANCE ESPERADO AVANCE

(n) n (%) (n) n (%) (n) n (%)

30-34 20 20 (100.0) 20 19 (95.0) 40 39 (97.5)
60-64 20 20 (100.0) 20 20 (100.0) 40 40 (100.0)
70-74 20 20 (100.0) 20 16 (65.0) 40 36 (90.0)
TOTAL 60 60 (100.0) 60 55 (91.6) 120 115 (95.8)

Tabla 4 Se presenta la distribucidn final de los participantes reclutados, divididos por sexo y grupo
etario. El porcentaje se calcul6 como [n reclutados+n esperados]x100[n_{reclutados} + n_{esperados}] x
100[n reclutados+n esperados]x100. El periodo de reclutamiento comprendido del 09/09/2024 -
22/09/2025

7.2 Aislamiento y preparacion del material genético

De los 115 participantes incluidos en el estudio a todos se les ha realizado
exitosamente la extraccion de ADN, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
7.6 de la metodologia. Las muestras obtenidas han presentado un alto grado de pureza
e integridad (Tabla 5), lo cual fue cuantificado y verificado con el fin de garantizar que se
trabajara Unicamente con material genético adecuado para los analisis moleculares
posteriores.

Asimismo, se llevé a cabo la dilucién de cada una de las extracciones, con el
objetivo de preservar la integridad del ADN total extraido y asegurar su disponibilidad
para futuras aplicaciones experimentales.

Participantes, n 115
Muestras de sangre periférica (EDTA 6 mL), n 115
Preservacion de sangre periférica completa en alicuotas de 0.5 mL, n 460
Extracciones de ADN realizadas (2 mL de sangre periférica), n 460
Cantidad promedio de ADN por muestra + DE, ug 59.2+25.3
indice de pureza Azso2s0 promedio + DE 1.90£0.027
indice de pureza Azsozs0 = 1.8, % 100
indice de pureza Asso230 promedio + DE 2.28+0.079
indice de pureza Azsoizs0 = 2.0, % 100
Grado de integridad > 15 Kb, % 100

Tabla 5 Caracteristicas del ADN extraido. La tabla muestra el indice de pureza del ADN (relaciones
260/280 y 260/230), el numero de tubos de sangre preservados por participante (4 alicuotas), la cantidad
total de ADN obtenida y la distribucién de fragmentos superiores a 15 kpb

33



Una vez confirmada la pureza e integridad del ADN, las muestras fueron utilizadas
para la genotipificacion de las variantes de hTERT y MTHFR, asi como para el analisis
de longitud telomérica.

7.3 Estimacion de longitud telomérica

7.3.1 Validacién de la calidad de los resultados de MM-qPCR

Como se puede observar en la curva de disociacion (melting curve) de la figura
10, se distinguieron dos picos bien definidos que corresponden a la amplificacion de las
secuencias de telomeros y del gen de referencia HBB. La presencia exclusiva de estos
dos picos indicé la ausencia de amplificaciones inespecificas y la no formacién de
dimeros de oligonucledtidos, confirmando la pureza y especificidad de la reaccion.

Figura 10 Curva de disociacién (melting curve) obtenida mediante MM-gPCR, mostrando dos picos bien
definidos correspondientes a las secuencias de telémeros (pico izquierdo) y al gen de referencia HBB
(pico derecho). La presencia exclusiva de estos picos confirma.

Una vez verificada la especificidad de la amplificacion, se analizaron los valores
de ciclo umbral (Cq) que proporcioné el equipo tanto para telomeros como para HBB,
gen de copia Unica empleado como control interno por su estabilidad y amplificacion
consistente entre las muestras. Este gen se utilizé con la finalidad de normalizar la
cantidad de ADN gendmico, ya que su expresién no varia entre individuos y permite
corregir posibles diferencias en la concentracion o pureza del ADN. Estos datos en crudo
fueron exportados en formato .xIsx desde el software del Rotor-Gene, y posteriormente
se realiz6 el calculo de ACq = CqTeldomero — CqHBB para cada muestra, con el fin de
normalizar las diferencias en la cantidad inicial de ADN gendmico.
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7.3.2 Obtencion de la longitud telomérica relativa (T/S)

Con esos valores se obtuvo la longitud telomérica relativa (T/S) utilizando la
ecuacion 272C9, | os valores resultantes se agruparon de acuerdo con su grupo etario y
fueron analizados estadisticamente (Tabla 6).

Para cada grupo se determiné el nimero de individuos (n), la media, la desviacion
estandar y la mediana. La normalidad de los datos se evalu6 mediante la prueba de
Shapiro—Wilk (W), incorporando el valor de p correspondiente. Valores de p menores a
0.05 indicaron que los datos no seguian una distribucion normal.

Grupo n Mediana Q25 Q75 P value
Grupo 30 39 1.06 1.06 1.44 3.30e-04
Grupo 60 40 0.980 0.980 1.18 2.53e-08
Grupo 70 36 0.984 0.984 1.23 1.56e-09

Tabla 6 Resumen estadistico de la longitud telomérica relativa (T/S) por grupo etario

Al comprobar que los datos de longitud relativa de los telomeros no siguen una
distribucion normal en ninguno de los grupos de edad, se utilizé la prueba de Kruskal-
Walllis para evaluar diferencias entre los grupos. La prueba indic6 que no existen
diferencias significativas en la longitud de los teldmeros entre los tres grupos de edad
(xi2 = 5.26, gl = 2, p = 0.072). Estos resultados sugieren que, dentro de la muestra
analizada, la longitud de los telomeros no varia de forma significativa con la edad.

No obstante, aunque la comparacion global no fue significativa, se realizaron
comparaciones por pares utilizando la prueba U de Mann-Whitney para explorar
diferencias especificas entre grupos etarios (Tabla 7). En este analisis, Unicamente la
comparaciéon entre los grupos de 30-34 afios y 60—64 afios mostrd una diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.0284). En este caso, se observé una disminucién de
la mediana del cociente T/S de 1.057 a 0.975, lo cual sugiere que los adultos jovenes
presentan telomeros relativamente mas largos que los adultos de mediana edad.

Comparacion w p-value
Grupo 30 vs Grupo 60 1004 0.0284
Grupo 30 vs Grupo 70 843.5 0.1215
Grupo 60 vs Grupo 70 649.5 0.4667

Tabla 7 Resultados de la prueba U de Mann—-Whitney para comparaciones por pares entre grupos
etarios. Se considera un nivel de significancia de a = 0.05.
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Por otro lado, no se identificaron diferencias significativas entre los grupos de 30—
34 vs. 70-74 afnos ni entre 60-64 vs. 70-74 afos (p > 0.05), indicando que estas
comparaciones no muestran evidencia de cambios marcados en la longitud telomérica
relativa.
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Grafica 1 Distribucion de la longitud telomérica relativa (T/S) por grupo etario. Cada punto representa a
un individuo y las cajas muestran la mediana y el rango intercuartilico. Aunque el analisis global
mediante Kruskal-Wallis no fue significativo (p = 0.072), se realizaron comparaciones dirigidas entre
pares de grupos con la prueba de Mann—-Whitney. Se observé una diferencia significativa entre Grupo 30
y Grupo 60 (p = 0.0284), indicada con el asterisco.

Aunque la prueba de Kruskal-Wallis no mostré que hay diferencias significativas
al considerar todos los grupos de edad, las comparaciones por pares permiten identificar
diferencias localizadas. Este analisis aporta informacién mas precisa sobre los grupos
especificos que difieren en longitud telomérica, contribuyendo a una interpretacion mas
precisa de los patrones de envejecimiento celular en la poblacién analizada.

7.3.3 Comparacion de la estimacion de la longitud de los teldémeros
segun el sexo y el grupo etario

Para evaluar las diferencias en la longitud telomérica entre los grupos etarios y
entre sexo, primero se les aplico la prueba de Shapiro-Wilk a la variable Telomeros,
separando los datos por sexo y grupo etario (30-34, 60—64 y 70—74 afnos).

En el sexo femenino, los datos no siguieron una distribucién normal (p=0.0164,
p=3.561e-05 y p=0.0105). De la misma manera se realiz6 para el sexo masculino donde
tampoco se mostrd una distribucion normal (p= 0.0018, p=0.0096 y p=2.273e-06). Por
esta razén, se utilizaron pruebas no paramétricas en los analisis comparativos
posteriores.
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Posteriormente, se observd si existia diferencias en la longitud telomérica entre
los grupos etarios dentro de cada sexo, se empled la prueba de Kruskal-Wallis. Tanto en
mujeres (xiz2 = 5.4727, gl = 2, p = 0.06481) como en hombres (xi2 = 0.80569, gl = 2, p=
0.6684) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
Los resultados descriptivos (mediana y rango intercuartilico) se muestran en la Tabla 8.

Grupo Sexo Mediana P25 P75

30-34 F 1.200 1.040 1.620
30-34 M 1.010 0.910 1.180
60-64 F 1.080 0.874 1.240
60-64 M 0.964 0.898 1.020
70-74 F 1.010 0.927 1.190
70-74 M 0.948 0.881 1.240

Tabla 8 Resumen estadistico de la longitud telomérica relativa (T/S) por sexo y grupo etario.

Finalmente, se compar6 la longitud telomérica entre sexos mediante la prueba de
U Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum), tanto para el total de la muestra como por grupo
etario.

El analisis general mostré diferencias estadisticamente significativas entre
hombres y mujeres (W = 2030.5, p = 0.033), con mayor longitud telomérica en mujeres.
Al analizar por grupo etario, la diferencia se mantuvo significativa Gnicamente en el grupo
de 30-34 afios (W = 274.5, p = 0.018), mientras que en los grupos de 60—64 y 70-74
afnos no se observaron diferencias significativas (p = 0.414 y p = 0.714, respectivamente).

Estos resultados sugieren que, aunque las mujeres presentan telomeros mas
largos que los hombres, esta diferencia se atenta con el envejecimiento.
La grafica 2 muestra la distribucién de la longitud telomérica por grupo etario y sexo,
evidenciando la tendencia descrita.
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Longitud telomeérica por sexo y grupo etario
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Grafica 2 Estimacion de la longitud telomérica relativa (Relacion T/S) por sexo F(femenino) y M
(masculino) y grupo etario.

7.4 Genotipificacion de hTERT

7.4.1 Resultado del andlisis de fragmentos de VNTR MNS16A

La genaotipificacion de la variante VNTR MNS16A del gen hTERT se llevo a cabo
mediante PCR y posterior analisis en el sistema de fragmentos. En el electroferograma
se observaron picos bien definidos que corresponden a fragmentos de diferentes
longitudes, representativos de los distintos alelos presentes en esta region polimérfica.
Cada pico fue identificado de acuerdo con su tamafio en pares de bases (pb), lo que
permitié distinguir las variantes clasificadas como cortas (S) y largas (L).

Con el fin de obtener una representacion visual integral de los fragmentos
detectados en la poblacion mexicana, se realiz6 una mezcla de los productos de PCR
que incluia las diferentes variantes alélicas identificadas. Esta estrategia permitié generar
una sola imagen representativa del conjunto de fragmentos que conforman la variabilidad
del VNTR. En el electroferograma obtenido a partir de esta mezcla se observaron los
cuatro fragmentos principales que se han reportado en diversas poblaciones: los alelos
243 pb, 272 pb, considerados como las variantes cortas (S), y los alelos 302 pb y 333
pb, que corresponden a las variantes largas (L).
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Figura 11 Electroferograma compuesto de diferentes muestras que ejemplifican las variantes detectadas
en la region VNTR MNS16A. Linea azul: fragmentos amplificados; linea naranja: marcador de peso
molecular GS-600.

7.4.2 Confirmacién y validacion de fragmentos VNTR MNS16A

En la muestra estudiada, se identificaron cuatro variantes diferentes,
correspondientes a fragmentos de 243, 272, 302 y 333 pb con el objetivo de confirmar la
secuencia especifica de los fragmentos identificados, se determiné la secuencia de cada
uno mediante el método de Sanger acoplado a electroforesis capilar. Se seleccionaron
fragmentos representativos para cada alelo, los amplificados se corrieron en gel de
agarosa al 3%, se recortaron y se purificaron previo a reaccion de secuencia. Las
reacciones de secuencia purificadas se desnaturalizaron con formamida y se analizaron
en el equipo de secuenciacion automatizada basada en separacion de fragmentos por
electroforesis capilar y deteccién de fluorescencia. Esto permitid confirmar la identidad
de cada alelo y la presencia de las repeticiones en tandem que caracterizan al VNTR
MNS16A (Figura 12)

243pb

P 7 reverse-3' 272 pb
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Figura 12 Regién MNS16A-VNTR del gen hTERT. A. Representacién esquematica de los cuatro alelos

mas frecuentemente detectados en este estudio. B. Fragmento del electroferograma correspondiente a

secuenciacion del amplificado de 333 pb de MNS16A-VNTR, variante que contiene seis repetidos de 23
pb.
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7.4.3 Perfil genotipico de la poblaciéon estudiada

La muestra total analizada fue de 115 individuos, se identificaron los 3 genotipos
correspondientes a la variante de VNTR MNS16A. De estos el genotipo LL fue el mas
frecuente en la poblacion total y predominé en todos los grupos etarios evaluados. La
distribucion de genotipos por grupo de edad se representa en la Figura 10.

En conjunto, los tres grupos etarios muestran una tendencia clara hacia una mayor
proporcion de individuos con el genotipo LL, seguida del genotipo SL, mientras que el

genotipo SS se observé Unicamente en los grupos de 60-64 y 70-74 afios, sin registrase
en el grupo control 30-34 afos.
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Grafica 3 Distribucion de los genotipos del VNTR MNS16A por grupo de edad (30-34, 60—64 y 70-74
afios). La grafica muestra de forma comparativa la frecuencia relativa de los genotipos SS, SLy LL, lo
que permite visualizar las diferencias en su representacion entre los grupos etarios analizados.

Debido a que en el grupo de 30-34 afios no se observaron individuos con el
genotipo SSy los otros grupos cuentan con una frecuencia menor a 5, se utilizé la prueba
exacta de Fisher para evaluar las diferencias en la distribucién genotipica entre grupos
etarios. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los grupos
(p=0.2057), lo que indica que la composicion genotipica fue similar entre las 3 categorias
de edad analizadas. Lo que indica que la frecuencia de los genotipos LL, LS, SS parece

mantenerse constante entre los grupos de edad de esta poblacion estudiada
independientemente de la edad cronoldgica.
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7.4.4 Distribucién de las frecuencias alélicas de la poblacion estudiada

En el analisis de frecuencia alélicas del VNTR MNS16A, los alelos identificados
se agruparon de acuerdo con sus tamafio en dos categorias: Costos (S), que incluyen
los fragmentos de 243 pb y 272 pb, y Largos (L), que comprende los fragmentos de 302
pb y 333 pb.

En la muestra total analizada (n=115), el alelo L fue el mas frecuente en todos los
grupos etarios, seguidos por el alelo S, cuya representacion fue considerablemente
menor.

La tabla 9 representa la distribucion alélica por grupo de edad, mostrando que en
los tres grupos se mantienen en una tendencia similar, con un predominio del alelo L en
la mayoria de los individuos.

Grupo Individuos  Alelos S  AlelosL  Frecuencia del alelo S Frecuencia del alelo L
(%) (%)
(n)
30-34 afios 39 9 69 115 88.5
60-64 afios 40 19 61 23.8 76.2
70-74 afios 36 15 57 20.8 79.2
Total 115 43 187 18.7 81.3

Tabla 9 Frecuencia alélica del VNTR MNS16A en los diferentes grupos etarios. Los alelos fueron
clasificados como Cortos (S: 243y 272 pb) y Largos (L: 302 y 333 pb) de acuerdo con el tamafio de los
fragmentos obtenidos por electroforesis capilar. Se muestra el nimero total de alelos y su frecuencia
relativa (%) por grupo de edad.

Para evaluar las diferencias en la frecuencia de los alelos cortos (S) y largos (L)
de la variante VNTR MNS16A del gen hTERT, se realizé una prueba de Chi-cuadrado.
Los resultados mostraron que la distribucién de alelos S y L fue similar entre los grupos
etarios, sin diferencias estadisticamente significativas (x*> = 4.1896, p = 0.1231). Esto
sugiere que la composicion alélica no varia de manera significativa con la edad.

Dentro de las muestras analizadas, se han identificado seis variantes alélicas.
Estas variantes son claramente visibles en los electroferogramas generados, cada una
con un patron caracteristico en funcién del tamafio del fragmento. De las variantes
identificadas, se encontraron dos homocigotas (243 pb y 302 pb) y cuatro heterocigotas
(243 pb - 302 pb, 243-333 pb, 272 pb - 302 pb, 302 pb - 333 pb) (Tabla 10).
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Combinacién Grupo Grupo Grupo

hTERT 30-34 60-64 70-74
243-243 0 4 4
243-302 8 9 5
243-333 0 1 0
272-302 1 1 2
302-302 27 20 24
302-333 3 5 1
Total 39 40 36

Tabla 10 Combinaciones de fragmentos del VNTR MNS16A por grupo de edad, mostrando la frecuencia
de cada combinacion observada en la poblacion analizada.

Si observamos las variantes alélicas y el como se distribuyen entre los 3 grupos
etarios encontramos la siguiente distribucion:

Grupos Grupo 30-34 Grupo 60-64 Grupo 70-74
(n, %) (n, %) (n, %)
243 8 (10.25) 18 (22.50) 13 (18.08)
272 1(1.29) 1(1.25) 2 (2.77)
302 66 (84.61) 55 (68.75) 56 (77.77)
333 3(3.85) 6 (7.50) 1 (1.38)
Total 78 (100) 80 (100) 72 (100)

Tabla 11 Distribucién de las variantes alélicas del polimorfismo VNTR MNS16A del gen hTERT entre los
diferentes grupos.

Para comparar la distribucion de los alelos de la variante VNTR MNS16A del gen
hTERT entre los grupos etarios, se aplico la prueba exacta de Fisher debido a la
presencia de frecuencias bajas en algunas categorias.

Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia alélica entre los grupos (p = 0.146), lo que indica que la composicién de los
alelos 243, 272, 302 y 333 fue similar en todas las edades evaluadas.

7.4.5 Asociacion entre los genotipos de hTERT y la longitud telomérica

Se evaluo la relacién entre los genotipos de la variante VNTR hTERT LL, LSy SS
contra la longitud telomérica de todos los participantes, para ellos se les aplic6 Shapiro-
Wilk los cuales demostraron que no seguian con una distribucion normal (p=1.335e-12,
p=0.0001, p= 0.0002 respectivamente), por ello se procedié con la aplicacion de pruebas
no parametricas.
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hTERT n Mediana P25 P75

SS 8 0.914 0.879  1.030
LS 27 1.110 0.900 1.210
LL 80 1.020 0.929  1.240

Tabla 12 Relacion entre los genotipos del VNTR MN16A del gen hTERT (clasificados por combinacion
LL, LSy SS) y la longitud telomérica relativa (Relacién T/S).

Se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis la cual no mostré diferencias significativas
en la longitud telomérica entre los tres grupos de edad (Xi2 = 1.479, gl = 2, p = 0.477),
indicando que para estos datos no existe evidencia de que la variante de hTERT influya
sobre la longitud telomérica.

7.5 Genotipificacion de MTHFR de la variante 677C>T

7.5.1 Validacién de ensayos mediante controles positivos

Al finalizar la PCR en tiempo real para la variante C677T, se obtuvieron curvas de
amplificacion, donde el eje X representa el nimero de ciclos y el eje Y la fluorescencia
(ARn), indicador del aumento real de la sefial asociada a la amplificacion del ADN.

La discriminacion alélica se logr6 mediante sondas especificas: FAM (azul) para
el alelo C, VIC (verde) para el alelo T, mientras que ROX (rojo) funciono como control
pasivo de referencia.

En la curva de los controles positivos, la muestra CC mostr6 amplificacion
exclusiva del alelo C (FAM), la CT de ambos alelos (FAM y VIC) y la TT Unicamente del
alelo T (VIC) (Grafico 4).

111403 _rs1801133_CC 110292 _rs1801133_CT
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Gréfica 4 Curvas de amplificacion representativas de los controles positivos para la variante C677T del

170092_rs1801133_TT

gen MTHFR.

7.5.2 Perfil alélico: grafico de distribucion

El equipo proporciond los valores de CT utilizados para generar los gréaficos de
discriminacion alélica, donde el eje X corresponde al alelo C (ARn) y el eje Y al alelo T

(ARN). A partir de estos valores se integraron los resultados de varias corridas de PCR
para representar todos los genotipos. En la Grafico X se muestran los datos distribuidos

por color: negro (Controles negativos), azul (Genotipo TT), verde (Genotipo CT) y rojo

(Genotipo CC)
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Gréfica 5 Gréfico de discriminacion alélica para la variante C677T del gen MTHFR. NTC (No template

control)
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7.5.3 Distribucién de genotipos por grupo etario

A partir de los datos obtenidos en los graficos de discriminacion alélica, se realizo
la separacion de las variantes genotipicas (CC, CT y TT) por grupo etario. Con esta
informacion se calculo la frecuencia relativa de cada genotipo en los distintos grupos de
edad. La distribucion de los genotipos fue similar entre los grupos, observandose una
mayor proporcion del genotipo CT, seguido del TT y en menor frecuencia el CC.

Frecuencia relativa de genotipos MTHFR 677 por grupo etario
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Grafica 6 Frecuencia relativa de los genotipos CC, CT y TT de la variante C677T en los diferentes
grupos de edad.

Para evaluar si la distribucion de la variante 677 diferia entre los grupos etarios,
se aplico la prueba de Chi-cuadrada de Pearson, la cual permite comparar la frecuencia
de categorias entre grupos. Los resultados mostraron que no existen diferencias
significativas en la frecuencia de los genotipos entre los grupos (Xi2 = 0.25, gl =4, p =

0.993), indicando que la proporcidbn de cada genotipo se mantiene relativamente
constante en las distintas edades analizadas.

Posteriormente se determinaron las frecuencias alélicas de la variante MTHFR
677C>T en los grupos etarios.

Grupo n Alelo C Alelo T

(n, %) (n, %)
Grupo 30-34 78 (43,55.1) (35, 44.9)
Grupo 60-64 80 (43,53.8) (37, 46.2)
Grupo 70-74 72 (39,54.2) (33, 45.8)

Tabla 13 Distribucion de las frecuencias alélicas (Alelo C y Alelo T) del polimorfismo MTHFR 677 entre
los grupos etarios.
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Asimismo, se realizé la evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg para la
variante MTHFR 677C>T en los tres grupos etarios analizados. Los resultados mostraron
que la distribucion fenotipica de esta variante se encontrd en equilibrio en los 3 grupos
etarios evaluados con p > 0.05 en todos los casos. Esto indica que las frecuencias
observadas en los genotipos CC, CT y TT no difirieron significativamente de las
esperadas bajo equilibrio.

Grupo Genotipos Xi? gl p-value Interpretacion
(CC,CT,TT)

Grupo 8,19, 12 0.028 1 0.8659 En equilibrio
30

Grupo 8,21,11 0.0195 1 0.8889 En equilibrio
60

Grupo 8,17,11 0.0088 1 0.9255 En equilibrio
70

Tabla 14 Resultados de la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg para la variante MTHFR C677T por
grupo etario.

7.6 Genotipificacion de MTHFR de la variante 1298A>C

7.6.1 Validacion de ensayos mediante controles positivos

Al igual que se realizé para la variante MTHFR 677, se presentan las curvas de
amplificacion obtenida para la variante MTHFR 1298, donde se pudo observar la
progresion de la fluorescencia a lo largo de los ciclos de PCR para cada genotipo. Las
corridas incluyeron controles positivos (Grafico 7) y negativos, asegurando la
especificidad y confiabilidad de la amplificacion. Los canales de fluorescencia FAM y VIC
permitieron detectar especificamente los alelos A y C, respectivamente, mientras que
ROX se utilizé como control de referencia para normalizar la sefial.
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Grafica 7 Curvas de amplificacion representativas de los controles positivos para la variante A1298C del
gen MTHFR.

7.6.2 Perfil alélico: grafico de distribucidn

Utilizando las curvas de amplificacion obtenidas de la variantes MTHFR 1298, se
construy6 un mapa de discriminacion alélica, lo que permitio la visualizacion de manera
clara de los distintos genotipos AA, AC y CC. La formacién de agrupamientos definidos
en los graficos facilité la asignacion precisa de cada muestra en su combinacion de alelos
correspondientes (Gréfica 8).
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Genotipificacion por discriminacion alélica de la variante MTHFR A1298C
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Grafica 8 Grafico de discriminacién alélica para la variante A1298C del gen MTHFR.
7.6.3 Distribucion de genotipos por grupo etario

A partir de este grafico de discriminacion alélica se realizé un gréafico en el cual se
colocaron y se calcularon las frecuencia relativas de cada genotipo en cada grupo etario,
expresando la proporcion de individuos portadores de cada genotipo respecto al total de
muestras. La Grafica 9 permitié visualizar de manera clara la distribucién de los genotipos
entre los grupos.

Frecuencia relativa de genotipos MTHFR1298 por grupo etario
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Gréfica 9 Frecuencia relativa de los genotipos AA, AC y CC de la variante A1298C en los diferentes
grupos de edad.

Por ultimo, para poder evaluar si la distribucion del genotipo de la variante MTHFR
1298 diferia entre los grupos etario se aplicé la prueba de Chi-cuadrada de Pearson, que
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permite comparar la frecuencia de categorias entre los grupos independientes. Los
resultados mostraron que no existieron diferencias significativas en la distribucion de
genotipos entre los tres grupos analizados (x* = 6.66, gl = 4, p = 0.155), lo que indica que
la proporcién de cada genotipo se mantiene relativamente constante en los distintos
rangos de edad estudiados.

Posteriormente se determinaron las frecuencias alélicas de la variante MTHFR
1298A>C en los grupos etarios.

Grupo n Alelo A Alelo C
(n, %) (n, %)

Grupo 30-34 78 (69, 88.5) (9, 11.5)
Grupo 60-64 80 (68, 85) (12, 15)
Grupo 70-74 72 (54, 75) (18, 25)

Tabla 15 Distribucién de las frecuencias alélicas (Alelo Ay Alelo C) del polimorfismo MTHFR A1298C en
los grupos etarios.

Se evaluo el equilibrio de Hardy—Weinberg para la variante MTHFR 1298A>C en
los grupos etarios analizados. En todos los grupos, incluyendo aquellos con genotipos
poco frecuentes (CC =0 o 1), los resultados de la prueba exacta indicaron que no hubo
desviacion significativa del equilibrio (p = 1 para los grupos con CC =0y 1; p = 0.23 para
CC = 4). Estos resultados sugieren que las frecuencias genotipicas observadas se
encuentran en equilibrio en todos los grupos evaluados.

Grupo Genotipos X®> gl p-value Interpretacion
(AA, AC, CC)

Grupo 30,9,0 0.0371 1 0.8472 En equilibrio
30

Grupo 29,10,1 0.0196 1 0.6611 En equilibrio
60

Grupo 22,10,4 1.4383 1 0.2304 En equilibrio
70

Tabla 16 Resultados de la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg para la variante MTHFR A1298C por
grupo etario.
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7.7 Analisis de la longitud telomeérica y las combinaciones
genotipicas de MTHFR 677C>T y MTHFR 1298A>C

Con el fin de evaluar cual es el efecto conjunto de las variantes 677C>T
(rs1801133) y 1298A>C (rs1801131) del gen MTHFR sobre la longitud telomérica. Esta
estrategia permitié analizar la posible interaccion entre ambas variantes y su relacion con
la longitud telomérica (T/S ratio).

Previo al andlisis comparativo, se evaluo la distribucion de los datos por medio de
Shapiro-Wilk, esta prueba nos permitié observar que la mayoria de las combinaciones
genotipicas presentaron valores de p < 0.05, demostrando que nuestros datos no tienen
una distribucion normal. Por ello se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis.

Los resultados mostraron que no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la longitud telomérica entre las distintas combinaciones
genotipicas (x2 = 2.2387, gl =5, p = 0.8152).

Genotipo n Mediana P25 P75 p value

combinado

CC-AA 9 1.010 0.900 1.230 0.006
CT-AA 38 1.050 0.940 1.300 5.31x10-8
TT-AA 34 1.050 0.936 1.220  3.08x10-8
CC-AC 10 0.999 0.910 1.060 0.0459
CT-AC 19 0.931 0.886 1.350 0.0045
CCc-CC 5 0.965 0.877 1.180 0.322

Tabla 17 Medidas de tendencia central de la longitud telomérica relativa de los participantes segun las
combinaciones de genotipos de los polimorfismos C677T/A1298C.

Como se pudo observar las medianas fueron similares entre las combinaciones
genotipicas sin una tendencia clara de asociacion, por lo que los resultados sugieren que
las variables en conjunto no muestran una influencia directa sobre la longitud telomérica.
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Relacién MTHFR677/MTHFR1298 y longitud telomérica
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Gréfica 10 Relacion entre las combinaciones de genotipos de los polimorfismos MTHFR C677T y
A1298C y la longitud telomérica relativa.

7.8 Comparacion de niveles de homocisteina entre grupos de
edad

Para poder realizar la evaluacion de los niveles de homocisteina en los
participantes de los grupos 3 grupos etarios, se realiz6 un analisis de normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Los resultados indicaron que Unicamente el grupo
de 30-34 afios present6 una distribucién normal (W = 0.967, p-value = 0.304), mientras
gue los grupos de 60-64 afios (W = 0.81498, p = 1.412e-05) y 70-74 afios (W = 0.83484,
p = 8.685e-05) no mostraron normalidad.

Grupo Mediana P25 P75
Grupo 30-34 8.37 6.92 9.52
Grupo 60-64 8.40 7.22 104
Grupo 70-74 10.30 7.66 12.2

Tabla 18 Medidas de tendencia central de los niveles de homocisteina (umol/L) por grupo etario.

Debido a la falta de normalidad en los grupos, se aplicé la prueba de Kruskal-
Walllis para comparar los niveles de homocisteina entre los tres grupos. Esta prueba
revelo diferencias significativas entre los grupos (x2 = 8.959, gl = 2, p = 0.011), indicando
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gue al menos un grupo presenta niveles de homocisteina distintos respecto a los demas.
Para evaluar si existian diferencias en los niveles de homocisteina entre los grupos de
edad, se aplico la prueba de U de Mann Whitney para comparaciones por pares como
se muestra en la Tabla 19.

Comparacion W p-value
Grupo 30 vs Grupo 60  655.5 0.224
Grupo 30 vs Grupo 70 428.0 0.0037
Grupo 60 vs Grupo 70  537.0 0.058

Tabla 19 Comparacion por pares de los niveles de homocisteina entre los grupos etarios mediante la
prueba U de Mann-Whitney.

Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas entre los grupos
de 30-34 y 60-64 afios (W = 655.5, p = 0.224), ni entre los grupos de 60-64 y 70-74
afos (W = 537, p = 0.058).

Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre los grupos de 30—
34y 70-74 afnos (W = 428, p = 0.0037), indicando que los individuos del grupo de 70-74
afios presentaron concentraciones mas elevadas de homocisteina en comparacion con
los adultos jévenes.

Las medianas de homocisteina fueron 8.37 umol/L para el Grupo 30-34 afios, 8.39
pmol/L para el Grupo 60-64 afios y 10.27 umol/L para el Grupo 70-74 afios (Gréfica 11).

30

p = 0.0037
520 p=0224
5 _
£ __ p=00576
3
= °
e .
- q -
o g
§1D ‘i
*
= o..o.’
0. X
R

Grupo30 GrupoG0 Grupo70
Grupo

Gréfica 11 Distribucién de los niveles de homocisteina (umol/L) entre los grupos etarios
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Dado que los niveles de homocisteina pueden variar significativamente entre
hombres y mujeres, se decidio realizar los analisis estadisticos por separado para cada
sexo, esto permitio evaluar las diferencias intergrupales sin que las variaciones propias
del sexo confundan los resultados, asegurando una interpretacion mas precisa de los
niveles de homocisteina en funcién a la edad.

7.8.1 Niveles de homocisteina en hombres por grupo etario

Ya que por medio de la prueba de Shapiro-Wilk las p<0.05 para los tres grupos,
se procedid a realizar el analisis de los niveles de homocisteina en hombres de los
diferentes grupos etarios con la prueba de Kruskal-Wallis la cual indicé diferencia entre
los grupos (x* = 9.27, gl = 2, p = 0.0097).

Grupo Mediana P25 P75 p value
Grupo 30-34 8.67 8.02 9.60 0.0052
Grupo 60-64 9.17 8.05 10.50 1.639e-05
Grupo 70-74 11.00 9.73 13.40 0.0008
Tabla 20 Medidas de tendencia central de los nivele_s de homocisteina (umol/L) en hombres por grupo
etario.

Para identificar entre qué grupos se encontraban estas diferencias, se realizaron
comparaciones post-hoc mediante pruebas de U de Mann-Whitney.

Comparacion W p-value
Grupo 30 vs Grupo 60  152.0 0.296
Grupo 30 vs Grupo 70 61.0 0.002
Grupo 60 vs Grupo 70 97.5 0.048

Tabla 21 Comparaciones por pares de los niveles de homocisteina en hombres entre los grupos etarios
mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

Los resultados mostraron que los hombres del Grupo 70-74 afos presentaron
niveles significativamente mayores de homocisteina en comparacién con los del Grupo
30-34 afos (p=0.002) y Grupo 60-64 afios (p=0.048). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre los hombres del Grupo de 30-34 afios con del Grupo de
60-64 afos (p=0.296) (Grafico 12).
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Las medianas de homocisteina fueron 8.67 umol/L para el Grupo 30-34 afios, 9.17
pmol/L para el Grupo 60-64 afios y 11.0 umol/L para el Grupo 70-74 afios (Figura X).
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Grafica 12 Distribucion de los niveles de homocisteina en hombres por grupo etario
7.8.2 Niveles de homocisteina en mujeres por grupo etario

Dado que dos de los tres grupos presentaron una distribucion normal, se realiz6é
un andlisis de los niveles de homocisteina de acuerdo los grupos etarios que se tienen a
través de pruebas no paramétricas.

Grupo Mediana P25 P75 p value
Grupo 30-34 7.14 5.62 8.81 0.021
Grupo 60-64 8.00 5.93 9.65 0.150
Grupo 70-74 8.48 7.09 11.90 0.2722
Tabla 22 Medidas de tendencia central de los nivele_s de homocisteina (umol/L) en mujeres por grupo
etario.

Para ello se realizo la prueba de Kruskal-Wallis la cual no mostré diferencias
significativas globales entre los grupos (x* = 4.37, gl = 2, p = 0.113). Sin embargo, se
realiz6 un analisis mas fino en los datos mediante las comparaciones por pares mediante
la prueba de U de Mann-Whitney.

Comparacion W p-value
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Grupo 30 vs Grupo 60 172.5 0.465
Grupo 30 vs Grupo 70 127.0 0.049
Grupo 60 vs Grupo 70 147.0 0.155

Tabla 23 Comparaciones por pares de los niveles de homocisteina en mujeres entre los grupos etarios
mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

Los resultados de la prueba indicaron que solo existio diferencia significativa entre
el Grupo de 30-34 afios y el Grupo de 70-74 afios (0.049), mientras que las demas
comparaciones Grupo de 30-34 afios contra Grupo 60-64 afios y Grupo 60-64 afios
contra Grupo 70-74 afios no fueron significativos (p=0.465 y p=0.156, respectivamente).

Las medianas de homocisteina fueron 7.14 umol/L para el Grupo 30-34 afios, 8
pmol/L para el Grupo 60-64 afios y 8.48 pumol/L para el Grupo 70-74 afos (Grafico 13).
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Grafica 13 Distribucion de los niveles de homocisteina en mujeres por grupo etario

Como se pudo observar en las mujeres, aunque no se detectaron diferencias
globales significativas entre los grupos etarios, se observd una tendencia al aumento en
el Grupo de 70-74 afos, con una diferencia marginal significativa frente al Grupo de 30-
34 afos.

Esto indica que el analisis de los niveles de homocisteina en funcion del sexo
mostré que, en general, estos aumentos con la edad. Este incremento es mas evidente
en los hombres, quienes presentan niveles mas altos en los grupos etarios mayores.
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Sin embargo, a pesar de este aumento, los valores medios se mantienen dentro
de los rangos normales establecidos: <10.40 pmol/L para mujeres y <11.40 umol/L para
hombres. Esto sugiere que, aunque se observo un incremento con la edad, los niveles
promedio de homocisteina permanecen dentro de los valores considerados normales.

7.8.3 Asociacion entre genotipos de MTHFR C677T y A1298C con los
niveles séricos de homocisteina

Con el objetivo de explorar un posible impacto de las variantes genéticas del gen
MTHFR sobre la homocisteina, se realiz6 un analisis de las concentraciones séricas en
relacion con los genotipos MTHFR C677T y A1298C en la cohorte del estudio. Dado que
no se observaron diferencias significativas en la distribucién de los genotipos entre los
distintos grupos etarios, se procedio al andlisis del conjunto total de la poblacién, sin
estratificar por edad.

Para ello se evalud la distribucion de los niveles séricos de homocisteina fue
evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y se observo que los datos no seguian
una distribucion normal en la mayoria de los genotipos tanto en MTHFR C677T como en
MTHFR A1298C (p< 0.05).

Variante Genotipo n Mediana (P25-P75) p Shapiro

Homocisteina

MTHFR C677T  CC 24 9.67 (8.49-11.0) 0.0146
CT 57 8.37 (6.50 — 10.40) 2.76x10-7
TT 34 8.26 (7.14 — 10.50) 8.05x10-5

MTHFR A1298C  AA 81 8.56 (7.11 — 10.80) 1.60x10-8
AC 29 8.78 (7.75 — 9.95) 0.352
cc 5 12.7 (8.51 — 13.4) 0.0421

Tabla 24 Medidas de tendencia central de los niveles de homocisteina (umol/L) por genotipo de los
polimorfismos MTHFR C677T y A1298C.

Para evaluar la asociacion entre los genotipos de MTHFR y los niveles séricos de
homocisteina, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis. En esta prueba se observé que los
niveles de homocisteina en el genotipo C677T si existe una diferencia significativa (x =
6.21, gl = 2, p = 0.045), mientras que en el genotipo A1298C no se encontraron
diferencias significativas (x> = 3.31, gl = 2, p = 0.191).
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Ante esto para observar que grupos difieren entre si se empled la prueba post hoc
de Dunn con correlacion con Bonferroni.

Comparacion Z p sin p ajustado
ajustar (Bonferroni)
CC-CT 246 0.014 0.042
CC-TT 1.90 0.057 0.172
CT-TT -0.42 0.676 1.000

Tabla 25 Comparaciones post-hoc de los niveles de homocisteina entre los genotipos de polimorfismo
MTHFR C677T mediante la prueba de U de Mann-Whitney con correccion de Bonferroni.
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Gréfica 14 Distribucién de los niveles de homocisteina (pmol/L) por genotipo del polimorfismo MTHFR
C677T.

Los analisis mostraron que los individuos con genotipo heterocigoto CT para el
polimorfismo MTHFR C677T presentaron niveles de homocisteina significativamente
mas altos en comparacion con los portadores del genotipo homocigoto CC.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos
CTyTT, nientre CCyTT.

Estos hallazgos describen que la presencia de una sola copia del alelo mutante T
podria influir en el metabolismo de la homocisteina, probablemente debido a un cambio
en la actividad de la enzima MTHFR.
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7.9 Comparacion de niveles de Acido félico entre grupos de
edad

Primero se realiz6 una prueba de normalidad de los datos de acido folico por grupo
etario usando la prueba de Shapiro-Wilk, esto nos dio los siguientes resultados:

Grupo p-value
Grupo 30 0.154
Grupo 60 0.000459
Grupo 70 0.000340

Tabla 26 Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para los niveles de acido félico por
grupo etario.

Dado que el grupo de 30-34 afios presentd una distribucion normal, pero el grupo
de 60-64 y 70-74 afios no se utilizaron como medidas de tendencia central robustas como
(mediana, P25-P75) y pruebas no paramétricas.

Grupo Mediana P25 P75
Grupo 30 14.0 115 18.1
Grupo 60 19.2 14.3 22.6
Grupo 70 14.4 13.2 16.8

Tabla 27 Medidas de tendencia central de los niveles de 4cido félico (um/L) por grupo etario.

A los datos se les aplico un analisis global con Kruskal-Wallis el cual mostro
diferencias significativas entre los grupos (xiZ = 11.59, p = 0.003). Lo que nos permitié
realizar las comparaciones por pares mediante la prueba de Mann Whitney.

Grupo w p-vale
Grupo 30 vs Grupo 60 455 0.001461
Grupo 30 vs Grupo 70 600 0.2817
Grupo 60 vs Grupo 70 951.5 0.01624

Tabla 28 Comparaciones por pares de los niveles de &cido félico (um/L) entre los grupos etarios
mediante la prueba de U de Mann-Whitney.
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Posteriormente, el andlisis post hoc con la prueba de Mann-Whitney U mostro que
los niveles de acido foélico fueron significativamente mayores en el grupo de 60 afios en
comparacién con los grupos de 30 afios (p = 0.0015) y 70 afios (p = 0.016). En cambio,
no se observaron diferencias significativas entre los grupos de 30 y 70 afios (p = 0.282).
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Grafica 15 Distribucién de los niveles de acido félico (um/L) por grupo etario.

7.9.1 Asociacion entre genotipos de MTHFR C677T y A1298C con los
niveles séricos de Acido folico

Se exploré la posible relacién entre los genotipos MTHFR y los niveles séricos de
acido folico, primero se evalué la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. Los resultados indicaron que los datos no siguen una distribuciéon normal (p < 0.05),
por lo que se reportaron medianas y rangos intercuartilicos.

Variante Genotipo n Mediana (P25-P75) p Shapiro
Acido Folico

MTHFR C677T CcC 24 14.6 (13.0 -21.4) 5.840%x10-5
CT 57 14.9 (13.2 - 19.9) 4.370x10-2
TT 34 15.5(12.6 — 20.2) 2.060%10-3

MTHFR A1298C AA 81 15.3(12.6 — 10.8) 6.210x10-5
AC 29 14.9 (13.7 — 20.8) 9.430%x10-6
cc 5 14.5 (13.2 — 14.6) 0.284
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Tabla 29 Medidas de tendencia central de los niveles séricos de &cido félico (um/L) por genotipo de los
polimorfismos MTHFR C677T y A1298C

Debido a que la mayoria de los datos no cumplian con la normalidad, se aplicé la
prueba de Kruskal-Wallis para comparar los niveles de acido folico entre los distintos
genotipos. Los resultados no muestran diferencias tanto en MTHFR C677T (xi* = 0.022,
gl=2,p=0.9887) como en MTHFR A1298C (xi* = 0.592, gl = 2, p = 0.744). Esto sugiere
gue, en esta muestra, los niveles séricos de acido folico no varian de manera clara segun
el genotipo

7.10 Comparacion de niveles de Vitamina B12 entre grupos de
edad

Dado que al realizar la prueba de Shapiro-Wilk ninguno de los grupos mostré una
distribucion normal ya que todos los analisis se mostraron un p por debajo de 0.05, se
aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal para comparar las concentraciones séricas
entre los grupos de edad.

Grupo etario n Mediana P25 P75
Grupo 30 39 277 230 424
Grupo 60 40 365 263 621
Grupo 70 36 372 272 568

Tabla 30 Medidas de tendencia central de los niveles séricos de Vitamina B12 (pg/mL) por grupo etario.

Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de vitamina B12 entre los grupos (x/?=5.853, gl = 2, p = 0.0536). Sin embargo,
se puede llegar a observar una tendencia a la variacion de las concentraciones con la
edad, aunque sin poder alcanzar la significancia estadistica.
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Gréfica 16 Distribucién de los niveles séricos de Vitamina B12 (pg/mL) por grupo etario.
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7.10.1 Asociacion entre genotipos de MTHFR C677T con los niveles
séricos de Vitamina B12

Dado que los valores de vitamina B12 no presentaron una distribucion normal, se
aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar los niveles séricos
entre los genotipos del polimorfismo MTHFR C677T.En la Tabla 32 se muestran los
valores de medianay los percentiles 25y 75 (P25—P75) de los niveles séricos de vitamina
B12 correspondientes a cada genotipo.

Genotipo n Mediana P25 P75

(pg/mL)
MTHFR C677T

CcC 24 332 242 385
CT 57 353 237 488
TT 34 382 238 562

Tabla 31 Medidas de tendencia central de los niveles séricos de vitamina B12 (pg/mL) por genotipo del
polimorfismo C677T.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
CC,CTyTT (x2=0.776,gl=2, p=0.6784).
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Gréfica 17 Distribucién de los niveles séricos de Vitamina B12 (pg/mL) por genotipo del polimorfismo
MTHFR C677T.
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7.10.2 Asociacion entre genotipos de MTHFR A1298C con los niveles

séricos de Vitamina B12

Dado que los datos de vitamina B12 no presentaron una distribucion normal, se
empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las concentraciones
séricas de vitamina B12 entre los genotipos del polimorfismo MTHFR A1298C.

Asimismo, se presenta una tabla con la mediana y los percentiles 25y 75 (P25—
P75) de los niveles de vitamina B12 correspondientes a cada genotipo, la cual muestra
gue las concentraciones se mantienen similares entre los grupos.

Genotipo Mediana P25 P75
(pg/mL)
MTHFR A1298C
AA 345 233 485
AC 317 247 599
CcC 355 273 371

Tabla 32 Medidas de tendencia central de la Vitamina B12 (pg/mL) en funcion del genotipo del

polimorfismo MTHFR A1298C.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos
AA, ACy CC (x2=0.595, gl =2, p=0.743).
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Gréfica 18 Distribucién de los niveles séricos de Vitamina B12 (pg/mL) por genotipo A1298C.
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7.11 Asociacion entre la concentracion de homocisteinay los
niveles seéricos de vitamina B12

Para este apartado se analizé la relacion entre los niveles séricos de homocisteina
y los de vitamina B12 en los participantes, a ellos se les aplicé la prueba de Shapiro-Wilk,
ninguna de las dos presentd distribucion normal (p < 1.404e-09, p < 2.2e-16)
respectivamente. Esto permitié realizar una correlacion no paramétrica de Spearman
para evaluar la relacion entre ambas variables. El analisis mostré una correlacion
negativa moderada y estadisticamente significativa entre los niveles de vitamina B12 y
homocisteina (p =-0.481, p <0.001), lo que indica que concentraciones mas elevadas
de vitamina B12 tienen una tendencia a asociarse con los niveles mas bajos de
homocisteina en los participantes.
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Gréfica 19 Relacién entre la concentracion de homocisteina (umol/L) y los niveles séricos de Vitamina
B12 (pg/mL) por grupo etario.

8. DISCUSION

8.1 Estimacion de longitud telomérica

En este estudio se comparo la longitud relativa de los telomeros entre los adultos
jovenes de 30-34 afios y los dos grupos de adultos mayores 60-64 y 70-74 afios,
utilizando la proporcion T/S obtenida por MM-qgPCR (Cawthon, 2009), un indicador
directo de la longitud telomérica que se ha consolidado como un método estandar de
referencia.

La longitud de los telomeros ha sido considerada un marcador del envejecimiento
celular, dado que se acorta progresivamente con cada division celular (Blackburn et al,
2015). En numerosos estudios, se le ha atribuido que entre un 30% a un 80% de la
variabilidad en la longitud telomérica entre individuos se debe a los factores genéticos,
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mientras que el porcentaje restante se atribuye a factores externos, como los
ambientales o el estilo de vida (Lin et al, 2011). Sin embargo, diversos estudios han
demostrado que existe una relacion inversa entre la edad y la longitud telomérica. En
2012 Muezzinler y colaboradores realizaron un metaanalisis que incluyé mas de 120
estudios, tanto transversales como longitudinales. En estos se observo una correlacion
negativa significativa entre la edad y la longitud telomérica media (r = -0.338, p < 0.0001).
En los estudios transversales, se reporté una pérdida promedio de 24.7 pares de bases
por afio, mientras que los estudios longitudinales mostraron tasas de acortamiento
ligeramente mayores que van de 32.2 a 45.5 pares de base por afo.

Los hallazgos de este estudio coinciden con lo observado en investigaciones
previas, ya que, al comparar la longitud telomeérica entre los distintos grupos etarios, se
identificaron diferencias significativas entre el grupo de 30-34 y de 60-64 afos
(p=0.0284), mientras que entre el grupo de 30-34 y 70-74 afios (p=0.1215) y entre 60-64
y 70-74 afios (p=0.4667) no se observaron diferencias significativas. Para este grupo de
participantes saludables se sugiere que el acortamiento telomérico se manifiesta de
manera mas evidente al comparar adultos jovenes con adultos mayores, pero este tiene
una tendencia a estabilizarse en edades mas avanzadas.

Este fendmeno podria explicarse por la accion de células madre hematopoyéticas
(HSC), las cuales podrian favorecer una seleccion positiva de clones celulares mas
resistentes al acortamiento telomérico o con menor dafio gendémico. Esto podria
contribuir a mantener una longitud telomérica relativamente constante en las etapas mas
tardias de la vida. En ese sentido, los resultados podrian respaldar que la idea de que la
dindmica telomérica no solo depende del ritmo de replicacion celular, sino que también
de procesos selectivos asociados al envejecimiento hematopoyético y a la eliminacion
de células con disfuncion telomérica (Thongon et al, 2021).

Aunque el acortamiento de los telémeros con la edad es un fenémeno
ampliamente documentado, existen limitaciones respecto a la compresion de los factores
gue se encargan de modular su variabilidad interindividual. Aspectos como el sexo,
exposicion al estrés oxidativo, el estado inflamatorio y la genética podrian influir en la
tasa del acortamiento telomérico, por lo que se requieren mas estudios longitudinales
gue permitan esclarecer estos determinantes y su interaccion con el proceso de
envejecimiento.

En este sentido, la segregacion de los datos obtenidos de la longitud de los
telomeros permitié observar tendencias consistentes con las que se reportan en la
literatura. Al realizar una comparacion entre los sexos, se encontré que las mujeres
presentaban teldmeros significativamente mas largos que los hombres en la muestra
total. Sin embargo, la diferencia mas pronunciada se observo en el grupo de 30-34
afios, mientras que en el grupo de 60-64 y 70-74 afos la diferencia no fue
estadisticamente significativa.
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Una posible explicacion al respecto podria ser la propuesta Lansdorp (2022),
sugieren que la longitud telomérica esta parcialmente ligada al cromosoma X a través
del gen DKC1. Aunque estos resultados presentados coinciden con los reportados por
otros estudios (Barrett & Richardson, 2011; Berglund et al., 2016; Aviv et al., 2005) donde
se ha descrito que las mujeres suelen tener telomeros mas largos que los hombres a lo
largo de su vida. Esto lo atribuyen a la diferencia por la accién protectora de los
estrogenos, que no solo protegen la telomerasa, sino que también reducen el estrés
oxidativo. Debido a esta diferencia los hombres podrian presentar un mayor acortamiento
telomérico y estrés oxidativo por la falta de actividad protectora de los estrégenos.

Sin embargo, aunque estos hallazgos indican que el sexo es un factor
determinante en la dinamica de la longitud telomérica, particularmente en etapas
tempranas de la vida adulta, es importante destacar que con el envejecimiento la perdida
de hormonas en las mujeres provoca que la diferencia en la longitud telomérica entre
sexos se reduzca (Factor-Litvak et al, 2016).

8.2 Genotipificacion de hTERT

La caracterizacion de la frecuencia de los genotipos y alelos de la variante VNTR
MNS16A nos podria permitir evaluar si es que existe una distribucion diferencial en
funcién de la edad y poder observar si la variabilidad genética podria influir sobre la
longitud telomérica.

En funcion a eso lo primero que se observo fue la distribucion de los genotipos LL,
SL y SS en la poblacion del estudio fue similar entre los grupos etarios (30-34, 60-64 y
70-74 afos), sin embargo, si bien la distribucion genotipica general se presenta
homogénea, el genotipo LL exhibié una frecuencia méas alta de forma sistematica en
todos los grupos, manteniendo su predominancia por encima del 60%.

A su vez se observo que tanto la frecuencia de los alelos cortos (S) y largos (L),
como la de los alelos especificos (243, 272, 302 y 333), no presentaban diferencias
estadisticamente significativas. Asimismo, se destacé que la combinacion alélica , mas
frecuente fue la 302/302. Estos resultados sugieren que la composicion genética de esta
region del VNTR MNS16A se mantiene relativamente estable dentro de esta poblacion.

Ademas, al evaluar la relacion entre los genotipos LL, SL, SS con la longitud
telomérica se aplicaron pruebas no paramétricas esto debido a que los datos no
presentaban normalidad por medio de Shapiro Wilk, tras aplicarles Kruskal-Wallis
tampoco se mostraron diferencias significativas (x> = 1.479, df = 2, p = 0.477), esto
apunta a que no existe en esta poblacion una evidencia de que la variante de MNS16A
influya sobre la longitud de los telémeros.

Esto nos permite observar que los resultados son consistentes con los reportados
en la literatura en otras poblaciones (Jin etal., 2011;Hofer et al, 2017; Wysoczanska
etal., 2019, Anwar et al, 2021) aunque los estudios que se realizan con MNS16A lo ha
desarrollado en diferentes tipos de cancer (colorrectal, pulmon prostata, vejiga), leucemia
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entre otros solo por mencionar algunos en donde se observa una influencia limitada o
dependiente de otras condiciones como el estrés celular o patologias, no obstante en
todos esos estudios se observa la predominancia del genotipo LL y la estabilidad de los
alelos Sy L en todos los grupos que han sido estudiados, esto permite observar que una
que la variante de MNS16A puede modular la expresion de hTERT su efecto sobre la
longitud telomérica debe estar condicionado a otros factores genéticos, ambientales o
incluso al estilo de vida como la dieta o la exposicion a factores inflamatorios (Aviv
etal., 2005; Barrett & Richardson, 2011).

Por lo tanto, la combinacion de estabilidad genotipica y la ausencia del efecto
sobre la longitud de los teldmeros podria indicar que el VNTR MNS16A actia como un
modulador potencial de la telomerasa cuyo impacto funcional podria manifestarse bajo
condiciones especificas de estrés o enfermedad, mas que como un determinante directo
del acortamiento telomérico durante la vida adulta.

8.3 Genotipificacion de MTHFR de la variante 677C>T y
1298A>C

El objetivo de este andlisis fue determinar la genotipificacién de las variantes
677C>T (rs1801133) y 1298A>C (rs1801131) del gen MTHFR, con el propdésito de
evaluar cdmo se distribuyen estos polimorfismos entre los grupos etarios incluidos en el
estudio. Asimismo, se exploré su posible efecto combinado sobre la longitud telomérica.

Este enfoque permitié analizar la interaccion entre ambas variantes y su potencial
influencia en el mantenimiento telomérico, considerando el papel metabdlico del gen
MTHFR en la disponibilidad de folatos y grupos metilo, elementos esenciales para la
sintesis y reparacion de ADN (Ducker & Rabinowitz, 2017).

Los resultados mostraron que para la variante 677C>T, la distribucién de los
genotipos mostré que CT fue el de mayor frecuencia, seguido del CC y finalmente TT,
por ello se pudo observar que al colocar la frecuencia alélica el alelo C tuvo un predominio
sobre el T. Esta distribucion se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual indicé
gue existe estabilidad genética en esta poblacién y la ausencia de sesgo de seleccion,
lo que refleja una distribucion natural esperada. Este patrén es consistente con lo
reportado por Contreras-Cubas et al. (2016) en poblacién mexicana, quienes al igual que
en el presente estudio, describen un predominio del heterocigoto CT y una mayor
frecuencia del alelo C. De manera similar, estudios realizados en algunas regiones en
México han observado una distribucion comparable y realmente estable de estos
genotipos(Leal-Ugarte et al., 2019; Antonio-Véjar et al., 2014).

Para la variante 1298A>C, el genotipo AA fue el que presentd mayor prevalencia,
seguido de AC y al final el CC, este ultimo es el de menor prevalencia tanto que en el
grupo de 30-34 afios no se observo ni un individuo que lo presentara. Por otra parte, el
alelo A predomin6 sobre el alelo C y se observd que los genotipos también se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Este hallazgo concuerda con los reportes
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de Contreras-Cubas et al. (2016) y otros estudios como Lépez-Cortés et al (2015) en los
cuales también se observé que el genotipo AA se encuentra mayoritariamente en la
poblacion y el alelo C es menos frecuente.

Posteriormente al analizar el efecto combinado de ambas variantes sobre la
longitud telomérica, se observo que todas las combinaciones (677/1298) de los genotipos
presentes en nuestra poblacién de estudio (CC/AA, CT/AA, TT/AA,CC/AC, CT/AC,
CC/CC) mostraron medidas similares. Aunque las combinaciones CT/AC y TT/AA fueron
las mas frecuentes, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (x? =
2.2387, gl =5, p=0.8152). Por lo que, estos datos sugieren que, dentro de esta muestra,
la interaccion entre las variables MTHFR 677C>T y 1298A>C no se asocia de manera
observable con la longitud telomérica. Sin embargo, en la literatura no existe un consenso
al respecto ya que algunos estudios como Paul L et al (2009) no muestra un efecto directo
entre MTHFR y longitud telomérica; méas bien lo menciona como un efecto débil y mas
bien que eso depende del estado nutricional del folato. Por otro lado, Moores et al (2011)
no establece un efecto directo, pero si plantea que los polimorfismo en genes como
MTHFR podrian influir directamente en la longitud y funcion de los telémeros,
especialmente en deficiencia de folatos.

Por otro lado, cabe destacar que hay estudios funcionales donde se muestra que
la actividad de la enzima MTHFR se reduce de manera diferenciada de acuerdo con el
genotipo: aqui se observéd que la mutacion 1298A>C disminuye la actividad a un 68%,
la 677C>T al 45%, mientras que la combinacibn de ambas mutaciones reduce la
actividad, hasta en un 41% respecto al control. Aun cuando la 1298A>C no sea capaz
de afectar la termolabilidad de la enzima la combinacion de dichas mutaciones se ha
asociado a niveles mas elevados de homocisteina plasmatica.

Por ello, resulta pertinente explorar si el estado nutricional de los folatos, como
los niveles de homocisteina, pueden verse modulados por las variantes de MTHFR, o si
factores como la edad o el sexo podrian influir en la relacién de los niveles de
homocisteina y la longitud telomérica.

8.4 Homocisteina: comparacion por edad, sexo y variantes de
MTHFR

En esta seccién al analizar los niveles de homocisteina por grupo etario, se
observé que el grupo de 70-74 afos respecto al de 30-34 afios presentd niveles
significativamente mayores, este resultado presenta una similitud con la evidencia de
que los niveles de homocisteina tienden a aumentar conforme aumenta la edad, lo cual
podria estar relacionado con una menor eficiencia en la remetilacién de la homocisteina,
deficiencias nutricionales, disminucidn de la funcion renal y/o alteraciones en el ciclo de
la metionina que cambian durante el envejecimiento (Ostrakhovitch & Tabibzadeh,
2018).
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Al realizar andlisis con la variable de sexo, en el grupo masculino se presentd que
los hombres de 70-74 afios tuvieron niveles mas altos de homocisteina con respeto a
los de 30-34 y 60-64 afios. Por otro lado, en el grupo femenino solo se encontré una
diferencia significativa entre el grupo de 30-34 y 70-74 afos. Estos resultados apuntan a
una similitud con lo que se describe en la literatura ya que los hombres tienen mayores
niveles de homocisteina en comparacion con las mujeres y se ha observado que tras
pasar los 50 afios el incremento se vuelve mas agudo (Xu et al, 2020). En este apartado
es importante notar, que, a pesar de dichas diferencias, las medianas de homocisteina
de los grupos por sexo permanecieron dentro de los rangos normales establecidos
(<10.40 pymol/L para mujeres y <11.40 umol/L para hombres), lo que siguiere que para
este grupo de individuos se encuentran dentro de un perfil saludable para homocisteina.

Por ultimo, la comparacion que se realiza entre homocisteina y los polimorfismos
de MTHFR, los resultados demostraron que para la variante C677T se asocio
significativamente con los niveles de homocisteina (x*=6.21, gl =2, p =0.045), mientras
gue para la variante Al1298C no se encontraron diferencias significativas
(x3=3.31,9l1=2,p=0.191). Particularmente, los individuos que presentan un genotipo
CT del polimorfismo 677 mostraron niveles mas altos de homocisteina en comparacion
con los de CC. Este resultado se alinea con los estudios (Chango et al, 2000 ; Wang et
al, 2017;)que se han realizado donde la variante C677T impacta la actividad enzimatica
de la MTHFR, por ello, se acumula la homocisteina, mientras que la variante A1298C
tiene un efecto débil incluso nulo sobre este biomarcador.

En conjunto, estos resultados indican que el aumento de la homocisteina con la
edad y la variante C677T de MTHFR son factores relevantes en esta poblacién, sin
embargo, que la mayoria de los individuos se mantengan dentro de los rangos normales
podria indicar un estado nutricional adecuado y un buen metabolismo funcional.
Considerando que la elevacién leve de homocisteina se ha vinculado con deterioro
funcional, envejecimiento vascular y riesgo de fragilidad, resulta importante seguir
monitoreando este biomarcador (Kado et al, 2002).

8.5 Acido folico: comparacion por edad y variantes de MTHFR

Se realiz6 este anélisis ya que se conoce que el Acido félico (Vitamina B9) juega
un papel importante dentro de la metilacion del ADN, sintesis de nucleétidos y el
metabolismo de la homocisteina, que se ha vinculado con el envejecimiento como con la
salud vascular y celular en adultos mayores (Garcia A, 2011).

Para los andlisis por grupo etario se encontré que el grupo de 60-64 afos presento
niveles de acido folico con respecto de los grupos de 30-34 y 70-74 afos. Este patron lo
gue podria indicar que para esta cohorte de edad la poblacion de mediana edad como
los de 60-64 afios tienen un mejor estado nutricional o mejor absorcion de los flatos que
los jovenes o los de mayor edad. Esto concuerda con la literatura, ya que se ha reportado
gue los niveles de folato tienden a aumentar a medida que un individuo envejece, esto
con razon de la fortificacion alimentaria, aunque después de cierta edad puede
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estabilizarse o bien disminuir debido a las alteraciones en la absorcién o incluso en su
metabolismo(Garcia A, 2011). Sin embargo, se podria hipotetizar que el valor bajo del
grupo de 70-74 afios con respecto a los de 60-64 podria reflejar un deterioro en el
mecanismos de absorcién o un mayor desgaste metabdlico.

Por otra parte, al relacionar los niveles de acido folico con los genotipos de MTHFR
(C677T y A1298C), los resultados no mostraron diferencias significativas para ninguno
de los dos polimorfismos (C677T: x* = 0.022, df = 2, p = 0.9887; A1298C: x*> = 0.592, df
=2, p =0.744). Lo que sugiere que, para esta muestra, los niveles séricos de acido folico
no varian de acuerdo con este genotipo. Se podria pensar que el hecho por el cual los
efectos del genotipo sobre el metabolismo del folato se encuentran atenuados podria ser
por un buen estado nutricional general o incluso por otros factores. Ademas, aunque el
folato es clave para el metabolismo de la homocisteina, la ausencia de asociacion con
los genotipos de MTHFR aqui puede indicar que la variabilidad en &cido félico esta mas
influenciada por factores dietéticos y ambientales que por la genética en esta cohorte.

8.6 Vitamina B12: comparacion por edad vy variantes de
MTHFR

Se realiz6 el andlisis de la vitamina B12 ya que es un micronutriente esencial
involucrado en la sintesis de ADN, el metabolismo de la homocisteina y la funcién
neuronal. Este es importante ya que cuando se encuentra a la baja puede asociarse con
anemia, deterioro cognitivo y alteraciones en la metilacién lo cual podria acentuarse con
el envejecimiento (Shipton & Thachil, 2015).

Sin embargo, al asociar la vitamina con la edad de los participantes se observé
qgue no hubo diferencias estadisticamente significativas (x* = 5.853, gl = 2, p = 0.0536).
Pero lo que si se observé fue que se presentd una tendencia a la disminucién de los
niveles con la edad, aunque sin alcanzar una significancia estadistica. Este patrén
coincide con lo reportado en la literatura (Wong et al, 2015) donde los niveles de B12
suelen mostrar diferencias debido a la dieta, absorcibn y estado funcional
gastrointestinal.

Posteriormente, se analiz6 la asociacion entre la B12 y las variantes de C677T y
A1298C, en ellos no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
grupos genotipicos (C677T: x2 = 0.776, gl = 2, p = 0.6784). Estos resultados sugieren
gue para la poblacion estudiada el gen MTHFR no afecta las concentraciones de
Vitamina B12 séricas. Esto esta reportado en estudios donde indican que las mutaciones
de MTHFR tienen un efecto principal en la conversiéon de 5,10-metilentetrahidrofolato a
5-metiltetrahidrofolato y, por tanto, influyen de manera directa a los niveles de
homocisteina (Frosst et al., 1995).

Asimismo, la concentracion de B12 depende mas de la ingesta dietética y de la
absorcion intestinal que del genotipo MTHFR, por lo que la variabilidad genética podria
tener un papel secundario o indirecto.
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8.7 Asociacion entre los niveles séricos de vitamina B12 y
homocisteina

Y para finalizar se realizé un analisis para conocer si hay una asociacion entre
B12 y homocisteina, aqui se presentd una correlacion negativa moderada y
estadisticamente significativa (p = —0.481, p < 0.001), la cual es congruente con el
mecanismo del metabolismo del ciclo de la metionina, en el cual la B12 actia como un
cofactor esencial de la enzima metionina sintasa, encargada de la remetilacion de la
homocisteina a metionina (Froese et al, 2018). Por lo tanto, la deficiencia de la B12
provoca una acumulacion de homocisteina en plasma, fendbmeno que ha sido
ampliamente documentado en la literatura (Smith & Refsum, 2021).

Es por ello que el mantenimiento de concentraciones adecuadas de B12 es
relevante no solo para evitar niveles altos de homocisteina, sino también por sus posibles
implicaciones en la salud cardiovascular y el envejecimiento. Se ha propuesto que
niveles elevados de homocisteina pueden inducir dafio endotelial y estrés oxidativo,
contribuyendo a procesos de envejecimiento celular acelerado y acortamiento telomérico
(Ho et al., 2019).

9. CONCLUSION

Este estudio permitié integrar distritos niveles del analisis molecular para que de
esta manera se pudieran comprender los factores asociados al envejecimiento saludable
en una poblacién mexicana. Los resultados mostraron que, si bien la longitud telomérica
disminuye de manera natural con la edad, dentro de la poblacion de estudio existen
individuos que son adultos mayores que preservan una longitud similar e incluso superior
a los de los adultos jovenes, por lo que esto sugiere que es probable que existan
mecanismos protectores que modulan este proceso.

Para la relacion con los factores genéticos, especificamente de las variantes
analizadas (hTERT, MTHFR 677 y 1298) se presentaron patrones de distribucion
similares a las reportadas en otras poblaciones. No obstante, la combinacion de ciertos
genotipos podria favorecer un mantenimiento mas estable de la longitud telomérica e
incluso un metabolismo del folato mas eficiente. Estas observaciones apoyan la hipétesis
de que las diferencias genéticas individuales podrian ser capaces de influir en la
integridad gendmica, y, por tanto, en la capacidad del envejecimiento saludable.

Aungue no fueron observadas diferencias estadisticamente significativas para los
niveles séricos de acido félico y vitamina B12 entre los grupos etarios, se pudo identificar
una tendencia a la variacion de estos biomarcadores con la edad, que se acompafia con
una ligera elevacion de la homocisteina en los adultos mayores. Por lo que este
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comportamiento podria causar alteraciones sutiles en la eficiencia metabdlica del folato
que, junto con el perfil genético se encargan de modular el equilibrio redox y la estabilidad
del ADN.

Esta investigacion tuvo como objetivo poder resaltar la importancia de considerar
tanto los determinantes genéticos como los biomarcadores metabdlicos para caracterizar
el envejecimiento saludable. Ademas, abre una brecha muy grande de informacién sobre
la poblaciébn mexicana de la cual no se conoce esta evidencia en relacion con las
variantes genéticas de hTERT, asi como de las de MTHFR, la longitud de telémeros, asi
como los marcadores del metabolismo de folatos.

Por ultimo, se recomienda poder realizar estudios con poblaciones mas amplias y
representativas, que permita aumentar el poder estadistico y explorar con mayor
profundidad las interacciones vistas en esta investigacion. Y a medida que se generen
mayor investigaciones respecto a este campo, en un futuro se podria realizar un
metaanalisis, lo que permitird consolidar o fortalecer o incluso modificar las conclusiones
sobre los factores moleculares implicados en el envejecimiento saludable. De esta
manera, se podria avanzar hacia la identificacion de perfiles moleculares asociados con
el mantenimiento de la salud y la longevidad de los individuos en el envejecimiento.
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ANEXOS

Wizard Genomic DNA Purification Kit

Solucién de Lisis Celular
Solucién de Lisis Nuclear
Solucién de precipitacion de proteinas

Solucién de rehidratacion de ADN

3L

1L

350 mL

150 mL

A1l Contenido del Kit Wizard Genomic DNA Purification

Reactivos [1 [lenla Por
Inicial reaccion reaccion
I I I I I
MiliQ-H-0 - - 4.78
Hot Start Tag MMx 2X 1x 7.5
MNS16A VNTR_FAM_F 10 uM 240 nM 0.36
MNS16A VNTR_R 10 uM 240 nM 0.36
gDNA 30 3.6 ng/uL 2
ng/uL
I I
Total 15

A2Concentracion y volumen final de los componentes utilizados en una reaccion de PCR. Para miltiples
muestras, se recomienda multiplicar los volimenes por el niumero total de reacciones y afiadir un 10% extra

como reserva.
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Stage 1

95(02C 94.0°C

72.0°C 72.0°C
0:15:00 0:00:30

0:00:30 0:10:00

A3 Condiciones de temperatura utilizadas para la PCR de genotipificacion del VNTR MNS16A.

Reactivos Por reaccion
Formamida HiDi 13.7 uL
Marcador GS-LIZ-600 0.3 yL
Amplificado diluido 1:100 1L
Total 15 uL

A4 Concentracion y volumen final de la mezcla para cada reaccidn de separacidn por electroforesis capilar,
por muestra.

677 C>T (rs1801133) Por reaccioén
TagMan Genotyping Master Mix (GMMx)(2X)(lote: 5uL
1211076)

rs1801133 TagMan genotyping assay mix (20X) 0.5 pL
ROX 1uM,enTE 0.1 0.5 L
DNA, 10 ng/uL en MiliQ-H20 4

Total 10

A5 Concentracién y volumen final de la mezcla para la reaccién de PCR correspondiente a la variante C677T
del gen MTHFR.
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Stage 3

95.0 °C

00:15:00

60.0 °C

01:00:00

A6 Condiciones de temperatura para la PCR de genotipificacidon correspondiente a la variante C677T del gen

MTHFR.

1298 A>C (rs1801131) Por

reaccion

TagMan Genotyping Master Mix
(GMMXx)(2X)(lote: 1211076)

rs1801131 TagMan genotyping assay mix
(20X)

ROX 1 uM, enTEO.1

DNA, 10 ng/uL en MiliQ-H20

5L

0.5 L

0.5 L

Total

10

A7 Concentracion y volumen final de la mezcla para la reaccién de PCR correspondiente a la variante

A1298C del gen MTHFR.
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Stage 3

95.0 °C

00:15:00

60.0 °C

01:00:00

A8 Condiciones de temperatura para la PCR de genotipificacion correspondiente a la variante A1298C del

gen MTHFR.
Reactivos Por reaccion Por disco (100 reacciones) + 12%
2x QuantiNova SYBR 5 560
Green PCR Master Mix
dNTP 0.2 uL 22.4 uL
Telg primer 0.35 uL 39.2 uL
Telc primer 0.35 uL 39.2 uL
HBBu primer 0.2 yuL 224 uL
HBBd primer 0.2 yuL 224 uL
ADN diluido 3.7 uL 11.9 yL (Por triplicado)
Total 10 uL 705.6 pL

A9 Concentraciéon y volumen final de la mezcla para la reaccién de PCR utilizada en el célculo de las
proporciones de sefiales teloméricas.
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Stagel Stage 2

95.0°C  94.0°C
88.0°C
15:00:00 00:15:00 84.0°C
00:10:00
74.0°C  pp:10:00

62.0 °C 00:15:00

00:10:00

A10 Condiciones de temperatura empleadas en la PCR para el calculo de las proporciones de sefiales
teloméricas. Esta ajustada para optimizar la amplificacion de los fragmentos teloméricos.



X €W N
Caracterizacién y analisis
de biomarcadores En la Ciudad de México, se presentaron a las 10:00 horas
moleculares: Longitud de del dia 4 del mes de diciembre del arioc 2025 en la Unidad
telémeros y genes asociados Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
a la telomerasa en el suscritos miembros del jurado:
envejecimiento saludable en
adultos mayores. DR. EDUARDO CASAS HERNANDEZ
DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ
DR. FERNANDO RIVERA CABRERA
DRA. GUADALUPE ELIZABETH JIMENEZ GUTIERREZ
. >
Bajo 1la Presidencia del primero y con caracter de
( K Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:
Vo MAESTRA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
.
ecseed DE: MARIA FERNANDA RESENDESS TURRUBIATES
LER R -
. .
. .
. .
LA RN
y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
LR Reglamento de Estudios Superiores de 1la Universidad
M Autoénoma Metropolitana, los miembros del jurado
PORSE on resolvieron:
« * *MARIA FERNANDA RESENDESS
- URRUBIATES
il ALUMNA
. AN >
ATReDI R
{ nY
Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
ANO DE LA PAZ
AS ESCOLARES
\ v v g ¢ J
N - N
PRESIDENTE
o AL
DR. EDUARDO CASAS HERNANDEZ
- > \ >
r N X
VOCAL SECRETARIA W

AV

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00267

Matricula: 2233804050

DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ

DRA. GUADALUPE ELIZABETH JIMENEZ
GUTIERREZ




