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RESUMEN

Introduccion: A lo largo de la vida estamos expuestos a multiples factores tanto
intrinsecos (transporte de electrones mitocondriales, reacciones del citocromo
p450, subproductos de reacciones enzimaticas, peroxisomas, especies reactivas
de oxigeno), como extrinsecos (radiacion, quimicos, farmacos, humo del tabaco,
radiaciones ionizantes, etc.) que modifican la estructura del &cido
desoxirribonucleico (ADN) retando a su funcionalidad por la disminucion o pérdida
en la capacidad de los mecanismos de reparacion o alteraciones en procesos de
regulacion génica. Estos fendbmenos se han descrito como algunos de los
condicionantes de la longevidad. Se han hecho estudios en humanos en donde se
observa que el dafio al ADN progresa conforme avanza la edad y se va
acumulando, en cambio, cuando se induce un dafio directo al ADN en sujetos
longevos se observa que sus mecanismos de reparacion presenta resistencia al
dafio y disminuye la apoptosis. Todos estos estudios son poco concluyentes y las
edades de reclutamiento en muchos casos no alcanzan la longevidad excepcional.
Por esta razon surgio la pregunta si en pacientes longevos excepcionales el dafio
basal y los mecanismos de reparacion al ADN seran iguales o mejores cuando se
comparan con un grupo de adultos mayores.

Objetivo: Evaluar el dafio y los mecanismos de reparacion del ADN en un grupo
de longevos excepcionales en comparaciéon con un grupo de adultos mayores
entre 60-75 afos

Método: Estudio experimental que incluyé a 6 personas >95 afios (longevos
excepcionales, LE) y 6 sujetos entre 60-75 afios (adultos mayores, AM) (grupo de
comparacion). Se excluyeron a las personas con patologias en las cuales se ha
reportado dafio oxidativo que interviene en los mecanismos de reparacion del
ADN. A todos se les aplicO una evaluacion geriatrica integral y se tomé una
muestra de sangre a la que se le midié el dafio basal al ADN, post reto genotéxico
con radiacion y mecanismos de reparaciéon (medicion de dafio a los 60 minutos)
utilizandose electroforesis unicelular (ensayo cometa). El dafio al ADN se reportd

en unidades arbitrarias (UA). Realizamos analisis descriptivo mediante medidas de
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tendencia central y andlisis comparativo con pruebas no paramétricas. Se
considero valor de p < 0.05 como estadisticamente significativos.

Resultados: Nuestra poblacién tuvo las siguientes caracteristicas; fueron 8/12
mujeres con una mediana de edad de 97 afios para los LE y de 70 afios para los
AM. El riesgo de desnutricion fue mas frecuente en LE mientras que la dislipidemia
en los AM. No hubo otras diferencias en las variables estudiadas. El dafio basal y
el post-radiacién no mostro diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos; en cambio, se observé que el dafio medido como representacion de los
mecanismos de reparacion del ADN es mucho menor en el grupo de LE,
mostrando diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo
de AM.

Conclusiones: No se corrobor6 que el dafio al ADN aumente en grupos longevos
cuando se compara con un grupo de adultos mayores jovenes, pero si se observo
disminucién del dafio en los sujetos LE cuando este se induce mediante un reto
genotodxico. De acuerdo a esto, el grupo de LE tiene casi el mismo dafio que se
reporté en estado basal. Es posible que de acuerdo a nuestros resultados existan
mejores mecanismos de reparacion al ADN en grupos especificos como son los
LE que pueden explicarse por restriccion caldrica o por aumento en el nivel de

antioxidantes, sin embargo, este efecto debe estudiarse.



ABSTRACT

Introduction: Throughout life we are exposed to multiple factors such as intrinsic
(mitochondrial electron transport, cytochrome p450 reactions, enzymatic reactions,
peroxisomas, reactive oxygen species), and extrinsic (radiation, chemicals, drugs,
tobacco, ionizing radiation) that modify the structure of the deoxyribonucleic acid
(DNA) challenging their functionality by reduction or loss in the repair mechanisms
of DNA or alterations in gene regulation processes. These phenomena have been
described as some of the constraints of longevity. There have been studies in
humans shows the DNA damage progresses as the age advances, and it
accumulates, on the other hand, when it's induced a direct damage to DNA in long-
lived subjects shows that its repair mechanisms presents resistance to damage
and decreased apoptosis. All these studies are inconclusive and the ages of
recruitment in many cases do not reach the exceptional longevity. For this reason
emerged the question if the basal damage and DNA repair mechanisms will be
equal or better in exceptional long-lived patients compared with a group of older
adults.

Objective: To assess the damage and the repair mechanisms of DNA in a group
of exceptional long-lived subjects compared to a group of older between 60-75
years

Method: Pilot study that included 6 persons older of 95 years (exceptional long-
lived, LE) and 6 subjects between 60-75 years (older, AM) (comparison group).
Excluded persons were the ones that have pathologies which already have been
reported oxidative damage involved in DNA repair mechanisms. A comprehensive
geriatric assessment was applied to all and took a blood sample which was
measured the basal DNA damage, post challenge genotoxic with radiation and
mechanisms of repair (measurement of damage at 60 minutes) using single cell
electrophoresis (Comet assay). The DNA damage was also reported in arbitrary
units (AU). We provide descriptive measures of central tendency analysis and
comparative analysis with nonparametric tests. We use p-value lower of 0.05 as

statistically significant.



Results: Our population had the following characteristics; they were 8/12 women
with a median age of 97 for the long-lived and 70 years for the older adults. The
risk of malnutrition was frequent in long-lived just as the dyslipidemia in the older
adults. There were no other differences in the variables studied. Basal damage and
after radiation showed no statistically significant differences between the two
groups; on the other hand, was that the damage measured as a representation of
DNA repair mechanisms is much lower in the group of long-lived, showing
statistically significant difference compared with the group of older adults.

Conclusions: With our study it was not confirmed that damage to DNA increases
in long-lived groups when compared with a group of older adults, but it was
observed decrease damage in subjects long-lived when this is induced by
genotoxic challenging. Accordingly, the group of long-lived has almost the same
damage that was reported in the basal state. Is possible that, according to our
results, there are better mechanisms of repair to DNA in specific groups such as
the long-lived ant it can be explained by calorie restriction or by increase in the

level of antioxidants, however, this effect should be considered.



MARCO TEORICO

INTRODUCCION

La expectativa de vida ha aumentado de 18-22 afios para los hombres y de 22 a
26 afos para las mujeres a partir de los 60 afios. Debido a este cambio
demografico los adultos mayores se han categorizado de la siguiente manera:
adulto mayor joven 65-74 afos, adulto mayor 75-80 afos, y los adultos mayores
viejos >85 afios. En 2010 existia mas de un billon de personas a nivel mundial que
son mayores de 65 afios. De éstos el 8% (aproximadamente 42 millones) son
mayores de 85 afios y se proyecta que para el afio 2050 éstos constituyan mas
de 147 millones. (Naciones Unidas, 2011). Estos cambios representan un salto de
350% a lo largo de 40 afios. Cuando hablamos de centenarios esta proyectado un
aumento de 10 veces (mas de 3 millones de personas) durante el periodo de 2010
a 2050.

Por esta razon se ha hecho de mayor interés el estudio del envejecimiento y de la
longevidad. Desde hace més de 100 afios se han desarrollado multiples teorias

gue han tratado de explicar este fendmeno.

El envejecimiento y la neurobiologia de la longevidad son fendmenos cuyos
mecanismos desencadenantes aun siguen siendo objeto de estudio y se ha
descrito que son eventos que vienen de la mano. Por esta razén adn se siguen
desarrollando protocolos en diferentes especies y etapas de la vida para poder
explicar las condiciones especificas que llevan a estos desenlaces. Han surgido

mas de 300 hipdtesis, entre las mas importantes se encuentran:

(a) dafio molecular ocasionado por el estrés oxidativo que induce la liberacion de
radicales libres o especies reactivas del oxigeno (ERO) tales como los
superoéxidos, peroxidos, especies derivadas del hidroxilo y del oxido nitrico, y la
disminucion de moléculas antioxidantes entre las que se incluyen las enzimas
superoéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa, asi como vitamina

E, C vy los carotenoides.?” (b) dafio macromolecular causado por radicales libres
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gue causan oxidacion de los lipidos, acidos nucléicos y proteinas. Estos complejos
macromoleculares oxidados y ubiquitinizados son depurados por el proteosoma,
cuando existe una alteracion genética o un dafio al ADN este sistema es incapaz
de degradar las proteinas dafiadas y mutadas, causando acumulacién y dafio. >’y
(c) dafio al ADN telomérico, nuclear y/o mitocondrial, aun sin la presencia de
radicales libres. El dafio al ADN nuclear es el de mayor relevancia, ya que de éste
depende la integridad y fidelidad genomica de la célula que asegura su
funcionalidad. Durante el proceso de la fosforilacion oxidativa que tiene lugar en la
mitocondria se producen altas concentraciones de radicales libres, que oxidan al

ADNmMt entre otros blancos ya mencionados. !’ 2023

Altos niveles de ADNmt (4cido desoxirribonucleico mitocondrial) dafiado en tejidos
postmitéticos se observan durante el envejecimiento y en enfermedades
neurodegenerativas. Esto es debido a que el genoma mitocondrial codifica
elementos esenciales de la cadena de transporte de electrones que ayuda a la
sintesis de ATP (adenosin trifosfato), y con ello al dafiar el ADNmt existen fallas
bioenergéticas severas. Modelos en ratones han mostrado que existe una
correlacion entre el dafio mitocondrial y signos consistentes con envejecimiento
prematuro. Siendo esto lo que condiciona acortamiento de la expectativa de vida

en ratones en mas del 50%. 233°

Todos estos mecanismos se han estudiado durante el envejecimiento y se han
tratado de utilizar para describir la longevidad. Un sujeto LE se caracteriza como
aguel que sobrepasa la expectativa de vida, pero se mantiene sin comorbilidades
y que conserva su funcionalidad. Por este motivo en multiples estudios se vuelven
sujetos de interés para poder determinar sus mecanismos que les permiten supera

la expectativa de vida.
MARCO DE REFERENCIA

A lo largo de la vida estamos expuestos a multiples factores tanto intrinsecos
(transporte de electrones mitocondriales, reacciones del citocromo p450,

subproductos de reacciones enzimaticas, peroxisomas, ERO), como extrinsecos
10



(radiacion, quimicos, farmacos, humo del tabaco, radiaciones ionizantes, etc.) que

modifican la estructura del ADN 26:2829

por dafo directo a las cadenas (ruptura de
las cadenas dobles o sencillas, deleciones o entrecruzamientos) retando a su
funcionalidad por la disminucién o pérdida en la capacidad de los mecanismos de

reparacion o alteraciones en procesos de regulacion génica.

Como ya hemos descrito una de las teorias que es mas aceptada y a la que la
mayoria hacen referencia dentro del proceso de envejecimiento es la que habla
del dafo al ADN por la presencia de radicales libres como ya hemos descrito con
anterioridad. Esta propuesta nos dice que en procesos metabodlicos normales
(como el metabolismo de los alimentos) se forman radicales libres, que se
requieren para la produccion de energia (ATP). Cuando estos productos se
llegan a acumular o su metabolismo de degradacion esta afectado existe dafio al
sistema de transporte de la mitocondria y dafio directo al ADN y a sus
mecanismos de reparacion, originandose una alteraciéon en la funcién de las
células y aumentando la apoptosis, es decir la muerte de los tejidos. Este fue el
fundamento de que existiera la teoria de la restriccion calérica como mecanismo

2634 ge ha descrito en diferentes comunidades

de antienvejecimiento
representativas de longevidad excepcional que la restriccion cal6rica es un
fendbmeno que puede ocurrir y puede llegar a mejorar la expectativa de vida. En la
comunidad de Okinawa se ha observado que la ingesta de alimentos esta
reducida en un 30% cuando se compara con poblacién occidental. En ellos se ha
observado que existe una disminucion en la produccion de radicales libres lo que
pudiera condicionar que esta poblacién alcance una edad mucho mayor y en
buenas condiciones ** Por estos estudios se propuesto que la mejoria de la dieta
donde hay restriccion en el consumo de proteinas, aumento en el consumo de
antioxidantes naturales, pescado , aceites y disminucion en las grasas de origen
animal puede condicionar disminucién en la produccion de radicales libres, por lo
tanto disminucion en el estrés oxidativo y mejoria en los mecanismos de

reparacion al ADN. 3
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Por este motivo se ha hecho cardinal desde hace mas de 30 afios el estudio de los
mecanismos de envejecimiento, y en ultimas fechas , siendo que ha aumentado

tanto la expectativa de vida , el estudio de la longevidad.

La mayor parte de los estudios inicialmente se hicieron in vitro, posteriormente in
vivo en animales y en ultimas fechas se han hecho en humanos. Un par de
estudios han demostrado que en las especies longevas existe una mayor
resistencia al estrés oxidativo y bajos niveles de ERO. Razén por la cual se ha
sugerido que la restriccion calérica extiende la vida de muchos organismos a
través de la disminucién en la produccion de ERO, teoria que se ha propuesto que

prolonga la vida y retarda el envejecimiento. "%’

Existen multiples investigaciones en donde se identific6 que la edad es
directamente proporcional a la acumulacion de dafio oxidativo en moléculas
criticas como el ADN, induciendo la muerte celular, senescencia y con ello la
pérdida funcional de los 6rganos. * Como marcador de dafio oxidativo se ha
utilizado a la 8 oxoguanina que es un subproducto del dafio oxidativo, sus niveles
correlacionan con el dafio al ADN. En la Figura 1. podemos observar la

produccién extracelular e intracelular de 8 oxoguanina.
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Figura 1. Produccion intra y extracelular de 8 oxoguanina (7)

La acumulacion de dafio por medicion de 8 oxoguanina se ha evaluado en ratas y
se ha observado que ésta condiciona mutaciones puntuales. *> Mientras que la

pérdida del balance oxidativo se puede evaluar por la disminucion en la actividad
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de las enzimas antioxidantes (SOD, catalasa, ceruloplasmina, peroxido de

glutatién) *’

Para que la célula se mantenga estable y conserve la homeostasis, los
mecanismos de reparacion del ADN deben ser eficientes. Entre los mas
importantes encontramos (a) la reparacion de escision de bases que actuan a
nivel de la deaminacion, depurinacion y depirimidacion, este es el tipo de
reparacién que ocurre mas comunmente en el tejido nervioso y (b) la reparacion
de escision de nucleétidos que responde ante alteraciones que comprometen la

tridimensionalidad del ADN y que pueden bloquear la transcripcion *’

A medida que la célula envejece, la tasa de reparaciones del ADN disminuye
hasta que el equilibrio de dafio/reparacion se inclina hacia el dafio y la célula llega

a la senescencia, la apoptosis, la carcinogénesis o cualquier otro tipo de muerte. ?*

A partir de estas teorias se decidieron hacer estudios en donde se media el dafio
que existe al ADN in vivo e in vitro. Una de las técnicas mas utilizadas y que se
encuentra validada para esto es la electroforesis unicelular o también llamado

ensayo cometa.

El ensayo cometa es un método por el cual se detecta el dafio oxidativo, mediante
la medicion de lesiones del ADN de cadena sencilla o de cadena doble. Las que
primero se detectan son las de cadena sencilla, pero las mas importantes son las
de cadena doble, debido a que las primeras se reparan mediante escisién de
bases o escisién de nucleétidos y las segundas son mas dificiles de reparar. Este
método es muy Uutil, sensible y especifico para deteccién de dafio, y es una

herramienta Gtil para la epidemiologia molecular. °

Como ya hemos mencionado en el cuerpo existe un equilibrio entre la produccién
de estrés oxidativo y los mecanismos antioxidantes. Se debe mantener un nivel
tolerable de radicales libres para que las defensas del cuerpo puedan prevenir el
desarrollo de enfermedades. Cuando las defensas son insuficientes o se acumula

niveles altos de dafio oxidativo es muy comun que encontremos una gran variedad
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de enfermedades ° Se ha descrito que la peroxidacién de lipidos puede estar
involucrada en la produccion de placa ateromatosa que puede contribuir al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En pacientes con diabetes se ha
descrito que la glicacion de lipoproteinas de baja densidad contribuye al alto riesgo
de desarrollo de arterioesclerosis. Las cataratas se asocian con la acumulacion de
dafo oxidativo derivado de la exposicion del cristalino a los rayos ultravioleta. De
igual forma se ha hecho una asociacion importante del dafio oxidativo en relacion
al desarrollo de inflamacion y a la presencia de cancer. Se ha observado que en el

lugar en donde hubo inflamacion muy probablemente se desarrolle cancer.

Otra asociacion que se ha hecho es la presencia de dafio oxidativo y el
envejecimiento. Siendo una hipétesis atractiva se han hecho algunos estudios en
donde se trata de comparar el dafio y la reparacion al ADN en diferentes grupos
de edad y la correlacidén que tienen con la capacidad antioxidante. Se ha descrito
ya que la acumulacién de dafio genera que los oOrganos se deterioren e
inevitablemente tiendan a perder su funcionalidad. La evidencia que encontramos

la mostramos a continuacion.

Los primeros estudios que se realizaron fueron a partir de 1990. Se compararon 3
grupos de edad, 35-39 afios, 54-59 afios y el Ultimo de 65-69 afios midieron el
dafio al ADN y capacidad de reparacion mediante ensayo cometa y determinaron
niveles de antioxidantes, en él se observo que en el grupo de mayor rango de
edad habia un porcentaje mayor de ADN dafiado y menor capacidad de
reparacién ante el reto con peréxido de hidrégeno, mientras que los niveles de

antioxidantes no tuvieron modificacién °

Posteriormente, se realizaron estudios de extensiéon en donde compard un grupo
de mayor rango de edad (75-79 afos), y observé que el porcentaje de dafio al
ADN estaba disminuido y la capacidad de reparacion estaba aumentada en este
grupo al comparar con el grupo de 65-69 afos, a partir de esto se concluy6 que
probablemente los ancianos que alcanzan una mayor expectativa de vida tienen

mecanismos de reparacion al ADN igual que los jévenes.*
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Otros estudios hicieron la correlacion entre los nivele antioxidantes y la presencia
de dafio y reparacion al ADN, tratando de corroborar que a menor capacidad o
defensa antioxidante, existen més dafio al ADN, y en los estudios encontraron lo
siguiente. En Meéxico se ha reportados que existe una asociacion entre
disminucién de antioxidantes e incremento en el dafio al ADN en sujetos hombres
mayores de 70 afios.’* *® En otros estudios observaron que en un grupo de
nonagenarios suizos existia una mayor capacidad antioxidante y el porcentaje de
ADN dafiado era mayor en comparacion con un grupo de jovenes de 40 a 60
afios. Con esto se concluiria que a mayor edad sigue existiendo mayor cantidad
de ADN dafiado, pero hay una mejor capacidad antioxidante que podria
contrarrestar el estrés oxidativo. '° Estos datos van de acuerdo a lo reportado ** en
donde se observo aumento del dafio en el ADN en el grupo de 75-82 afios cuando
lo comparé con otro de 20-35 afios, pero cuando se inducia dafio mediante
peroxido de hidrogeno éste era mucho menor en el grupo de mayor rango de
edad, de ahi concluy6 que la capacidad de reparacién al ADN debe ser mejor en
los ancianos lo cual repercute en la disminuciéon de células en senescencia o

apoptosis y se aumente la expectativa de vida."*>**

La mayoria de los estudios reporta que el dafio en el ADN aumenta
progresivamente conforme transcurre la edad, pero cuando se induce dafio ya
sea con peroxido de hidrogeno o radiacion gamma se genera menos dafo en los
grupos mas afiosos, dado que en ellos se reporta una mejor capacidad
antioxidante, de ahi se pudiera sugerir que el paciente longevo (aguel que supera
la esperanza de vida) tenga una mejor capacidad de reparacion del ADN, debido a
que probablemente tienen mejores mecanismos de reparacioén , lo que les permite

llegar a edades méas avanzadas. =
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de todo lo que hemos expuesto se observa que desde hace mas de 100
afos se han tratado de describir los mecanismos que conducen al envejecimiento
y en Ultimas fechas se ha otorgado gran importancia a los mecanismos
antienvejecimiento. Para llegar a éstos ultimos se ha utilizado la longevidad como
una base para su estudio. Se han descrito algunas teorias que tratan de explicar
los mecanismos que llevan a la longevidad. Entre las mas importantes hemos
mencionado la teoria de los radicales libres que se ha estudiado en diferentes
grupos etarios. La teoria de los radicales libres implica el dafio y la reparacion al
ADN que se ha descrito como factor desencadenante de multiples enfermedades y
de pérdida de la funcionalidad de los tejidos. A partir de esta teoria se han hecho
estudios en donde se compara los mecanismos de dafio y reparacion al ADN en
diferentes grupos etarios; se ha evidenciado que existe una predisposicion al
aumento del dafio al ADN secundario a la exposicion de factores intrinsecos y
extrinsecos conforme pasa la edad, pero de igual forma se ha descrito en algunos
estudios, no en todos que a mayor edad existen mejores mecanismos de
reparacion al ADN. Si bien contamos con estos estudios que nos muestran que el
dafilo aumenta conforme aumenta la edad, no contamos con estudios
confirmatorios de que los mecanismos de reparacidén sean mucho mejores en

longevos excepcionales en comparacion con adultos mayores.

Por lo tanto, nos planteamos esta pregunta. A partir de éstos estudios surge la
siguiente pregunta de investigacion: ¢El dafio al ADN y sus mecanismos de
reparacion seran mejores en un grupo de longevos excepcionales en

comparacion con un grupo de adultos mayores?
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JUSTIFICACION

Para poder explicar los mecanismos de envejecimiento es necesario determinar
los factores iniciales que pueden condicionar el mismo y es de vital importancia
conocer los mecanismos moleculares. Debemos estudiar la relacion entre el dafio
basal en el ADN, su sensibilidad en respuesta a un insulto genotoxico y su
capacidad reparativa en diferentes grupos de ancianos categorizando a uno de
ellos como longevos excepcionales. Y con ello corroborar la hipotesis de que la
exposicion a factores intrinsecos y extrinsecos son los que generan mas dafio al
ADN a lo largo de la vida, pero a pesar de ello el grupo de longevos
excepcionales constituye un grupo en donde los mecanismos de reparacion estan
bien adaptados a los genotdxicos y a pesar de ellos tienen una mejor respuesta

ante el estrés oxidativo.

OBJETIVOS

Objetivo primario

Determinar el grado de dafio y la capacidad de reparacion del ADN en un grupo de
sujetos longevos excepcionales en comparacion con un grupo de adultos
mayores.

Objetivos secundarios

Identificar si existe una asociacién entre la presencia de las comorbilidades y
dafio al ADN, capacidad de reparacion del ADN.

HIPOTESIS

El dafio y la capacidad de reparacion al ADN seran mayores en un grupo de

longevos excepcionales en comparacion con un grupo de adultos mayores.
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METODOLOGIA

Disefio del estudio

Estudio experimental.

Poblacion de estudio

Se incluyeron 12 sujetos distribuidos en los siguientes grupos de edad:

(a) Seis sujetos de 60 a 75 afos de edad (adultos mayores) seleccionados de
forma no aleatoria y consecutiva evaluados durante los meses de marzo-
junio de 2013, pareados con el grupo de longevos excepcionales por

género y comorbilidades, cumpliendo los criterios de inclusion y exclusion.

(b) Seis sujetos mayores de 95 afios (longevos excepcionales) seleccionados
de forma no aleatoria y consecutivamente evaluados durante el periodo de

enero-mayo 2013.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

A. Inclusion
a) Longevos excepcionales: hombres o mujeres con edad = 95 afios.

b) Grupo de adultos mayores: hombres o mujeres = 60 y <75 afios.

B. Exclusion
a) Pacientes que se encuentren en terapia intensiva.
b) Aquellos con cualquier tipo de cancer activo, excepto cancer de piel.
c) Que hayan recibido quimioterapia o radioterapia durante los ultimos 3
meses.
d) Uso regular de antioxidantes.
e) Infectados con virus hepatitis B, C, VIH.

f) Enfermedades autoinmunes concomitantes.
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g) Diabetes mellitus.
h) Etilismo o tabaquismo actual.

i) Toxicomanias.

DESARROLLO DEL ESTUDIO
Seleccién de muestra

La seleccién de grupos de longevos excepcionales fue identificada del archivo
general del INCMSZ y de participantes externos. El procedimiento consistio en
firma de consentimiento informado, posteriormente se realizaba una evaluacion
geriatrica global y se tomaba la muestra de sangre; el grupo control de adultos
mayores se compardé con el grupo de longevos excepcionales por género y
comorbilidades

A cada grupo se le aplic6 un cuestionario donde se describieron caracteristicas
sociodemogréficas, antecedentes personales patolégicos y no patoldgicos,
medicion de funcionalidad mediante escala de Barthel, evaluacion nutricional
mediante escala de evaluacibn nutricional minima (Minimal nutritional
assessment)’ y el DNA de Payette (Depistage Nutritionnel des Ainés)*® e indice

de Charlson®?.
Recoleccion de muestra

Se tomaron 10 ml de sangre periférica mediante puncion venosa. Se colocé la
sangre en la primera capa de agarosa que se habia preparado, posteriormente se
coloca la segunda y se coloca la muestra. Las laminillas se refrigeran hasta que la

capa solidifica.

Se ingresan las laminillas a solucion de lisis. Una vez colocadas todas las
laminillas se vierte el buffer hasta cubrir las laminillas. En este momento se inicia

el conteo del tiempo de desenrrollamiento, el cual fue de 20 minutos.
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Al término de éste periodo, se inicio el corrimiento de la electroforesis. Al término

se agrega buffer Tris pH 7.5 y se incuban 1 o 2 veces por 5 minutos.

En el microscopio de fluorescencia se evalian 50 nucleétides por laminilla. Por
otro lado, con la ayuda de un contador se determina la proporcién de un total de
100 células, la cantidad de células con imagen de cometa, aunque sea muy
cerrado con respecto a la de células con dafio total o nubes.

En este caso el andlisis se realiz6 al establecer categorias de dafio con base a la
longitud de las colas de los cometas y de la intensidad de fluorescencia.
Estableciendo categorias 0-4, donde 0 son las menos dafiadas y 4 las mas
danadas.

Posteriormente se aplico la férmula: UA= (Porcentaje de células en categoria
0x0)+ (Porcentaje de células en categoria 1x1)+ (porcentaje de células en
categoria 2x2)+ (Porcentaje de células en categoria 3x3)+ (Porcentaje de células
en categoria 4x4)6

Para evaluar la capacidad de reparacién se realizé ensayo cometa reto con el
mismo procedimiento que durante la medicion inicial de dafio, s6lo que en este
caso se indujo un reto genotéxico que consiste en la aplicacién de radiacion
gamma (2 Gy) por 50 segundos. Se midi6 el dafio basal post-radiacién y
posteriormente a los 60 minutos.®

Se realiz6 el analisis al establecer categorias de dafio con base a la longitud de
las colas de los cometas y de la intensidad de fluorescencia. Estableciendo
categorias de 0-4, donde 0 son las menos dafiadas y 4 las mas dafadas. Se
obtuvo un promedio de ellas y a partir de ahi se obtuvo el nimero de cadenas
dafiadas con un rango de 0-400 en unidades arbitrarios para establecer como
dafio mas de 100. A partir de ello obtuvimos el dafio basal, el nimero de cadenas
dafiadas al exponer a un reto genotoxico y posteriormente se midio la capacidad

de reparacién mediante el mismo ensayo.
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VARIABLES

Edad: Sujetos mayores de 95 afos

Sujetos de 60-75 afios
Sexo: Nominal, (mujer, hombre)
Escolaridad: Continua en afios
Estado civil: Nominal (casado, viudo, soltero, union libre, divorciado o separado)
Situacion econdémica: Ordinal (Excelente, muy buena, buena, mala, muy mala)
Autopercepcion de salud: Ordinal (Excelente, muy buena, buena, mala, muy mala)
Residencia: Nominal (Vivienda propia, asilo)
Medicamentos: Continua (NUmero total)

Actividades basicas de la vida diaria: Escala de Barthel*®

Consideramos como
puntaje 0-100; dependiente <50, parcialmente independiente 50-70, independiente

>70

Examen minimo del estado nutricio (MNA)° Nominal. Con puntaje maximo de 30.
Teniendo en cuenta las siguientes consideraciones:

= 24 puntos: Normal

17-23.5: Riesgo de desnutricién

<17 puntos: Desnutricidon

Cuestionario para la deteccion de desnutricion en personas adultas mayores
(DNA) Nominal %

e 0-2 Puntos: Riesgo nutricional bajo
e 3-5 Puntos: Riesgo nutricional moderado

e 6-13 Puntos: Riesgo nutricional elevado

indice de Charlson*? Continua
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Se consideran las enfermedades de acuerdo a un puntaje maximo de 10 puntos
asignada a cada enfermedad. Consideramos como comorbilidad:

e Ausencia: 0-1 punto

e Baja: 2 puntos

e Alta >3 puntos

Dafio al ADN: Continua, Medicién de rompimientos de cadena sencilla; Unidades
arbitrarias de 0-400; >100 representa dafio

Dafilo al ADN al exponerlo a un reto genotdxico: Continua, induccion de
rompimientos de cadenas de ADN por radiacion gamma 2 Gy; Unidades arbitrarias
de 0-400; >100 representa dafio

Capacidad de reparaciéon de ADN: ContinGa, Posterior a (Reto cometa) a los 60

minutos; Unidades arbitrarias de 0-400; >100 representa dafio

ANALISIS ESTADISTICO

La muestra se describi6 mediante medidas de tendencia central, utilizamos
medidas no paramétricas, mediana y rango.

Para los andlisis comparativos, se utilizaron pruebas no paramétricas tipo U
Mann-Whitney o prueba exacta de Fisher, segun el tipo de variables analizadas.
Se consider6 valor de p < 0.05 como estadisticamente significativos. Para los

calculos se utilizé el programa SPSS V.19

CONSIDERACIONES ETICAS
El presente estudio queda clasificado como investigacion con riesgo minimo de
acuerdo con el articulo 17, Titulo segundo, capitulo I, Seccion Il del Reglamento
de la Leu General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud (Diario
oficial de la Federacion. Estudio previamente aprobado por el comité de ética con
namero de REF 810 (Anexo 1)
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RESULTADOS

Se reclutaron un total de 6 longevos excepcionales y 6 controles en el periodo
comprendido entre marzo a junio de 2013. El 66% fueron mujeres con una
mediana de edad de 97 afos y los controles de 70 afos. En la Tabla | se
presentan los datos sociodemograficos donde Unicamente se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos a nivel de
escolaridad, estado civil, y autopercepcion de salud; sélo el 16% de los longevos
refirid que tenia una buena percepcion de salud. En cuanto a factores de
exposicién encontramos que el grupo de longevos excepcionales el 36% tiene

exposicién a humo de lefia y el 8.3 % desarroll6 neumopatia secundaria (Tabla 1).

Tabla 1.
Variables sociodemograficas: Comparacién entre longevos excepcionales y
adultos mayores

Variables Total Longevos Adultos p
sociodemograficas excepcionales mayores
n=12 n=6 n=6
Edad, afios, mediana (RI25- 97(3) 70(8) <0.01
75)
Mujer, n, (%) 66.04 83 50 NS
Escolaridad media, afios, 8 6 15 0.01
mediana
Estado Civil (%) <0.01
Viudo 66.04 83 66
Casado 8.3 16 0
Situacién econémica (%) NS
Buena 58.33 66.6 50
Autopercepcidn de salud, 50 16 83 0.03
buena, (%)
Residencia, vivienda propia 75 100 50 NS

(%)
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Cuando se hizo la comparacion en cuanto a los antecedentes médicos Unicamente

encontramos diferencia significativa en el grupo de longevos excepcionales en

donde predominaba la presencia de demencia (p 0.03) y en el grupo de adultos

mayores dislipidemia (p 0.04). Y cuando hacemos el comparativo con indice de

Charlson encontramos que existe diferencia significativa, siendo mayor en el grupo

de longevos excepcionales (Tabla 2).

Tabla 2.

Antecedentes médicos: Comparacion entre longevos excepcionales y

adultos mayores

Antecedentes médicos Total Longevos Adultos p
excepcionales mayores
n=12 n=6 n=6

Enfermedad renal crénica (%) 8.3 16 0 NS
Dislipidemia (%) 8.3 0 16 0.04
Hipotiroidismo (%) 16 16 16 NS
Hipertension (%) 58 66 50 NS
EPOC* (%) 8.3 16 0 0.08
Cardiopatia isquémica (%) 0 0 0 NS
EVC** (%) 8.3 16 5 NS
Demencia (%) 8.3 16 0 <0.01
Historia de cancer (%) 25 50 0 0.07
indice de Charlson, mediana 0(1) 0(1) 0(0) <0.01
(RI25-75)

Uso de medicamentos 3.26(2.26) 3.56 2.8 0.16

mediana (Rl 25-75)

*Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
**Enfermedad vascular cerebral
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En cuanto a la valoracion funcional encontramos que ambos grupos eran
independientes (Tabla 3).
Tabla 3.

Funcionalidad: Comparacién entre longevos excepcionales y adultos

mayores
Longevos Adultos
Funcionalidad Total excepcionales mayores p
n=12 n=6 n=6
Puntaje Barthel (%)
Independiente 100 100 100 NS

El estado nutricional lo evaluamos mediante DNA y MNA para describir si existia
desnutricion o riesgo de desnutricién. Nuestros resultados que mostraron
diferencia estadisticamente significativa en comparacion con los adultos mayores
fueron los siguientes; utilizando MNA se observo que el 33% de los longevos
excepcionales tenian riesgo de desnutricion y el 16% estaba desnutridos, en
comparacion con el grupo de adultos mayores que el 100% estaban sin riesgo de
desnutricién, encontrando diferencia estadisticamente significativa p<0.01. En
cuanto al indice de masa corporal encontramos que la mediante fue de 23 kg/m?
en comparacion con los adultos mayores que estaba en 28.1 kg/m? mostrando
diferencia significativa entre ambos p 0.002 (Tabla 4).
Tabla 4.

Estado Nutricio: Comparacién entre longevos excepcionales y adultos

mayores
Longevos Adultos
Estado Nutricio Total excepcionales mayores P
n=12 n=6 n=6

Puntaje MNA (%) <0.01
Riesgo de desnutricion 16 33.33 0

Normal 75 50 100

Desnutricion 8.3 16 0

IMC, mediana, (RI25-75) 24.6(7.16) 23(5.17) 28.15(6.73) 0.01
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Para hacer la evaluacion de nuestro objetivo primario se obtuvieron datos de 6
pacientes longevos excepcionales y 6 controles. Los resultados que encontramos
se describen a continuacién; al evaluar el dafio basal al ADN mediante ensayo
cometa observamos que todas las células muestran dafo, se cuantifica un dafio
por arriba de 100 (unidades arbitrarias) en ambos grupos. Se describe el dafo en
209.525 en los LE en comparacion con 225.69 en el grupo de AM no existiendo

diferencia significativa entre ellos con p 0.26 (Figura 1).

Figura 1.

DANO BASAL DEL ADN

300

250

150

DANG AL DMA (unidades arbitrarias)
200

100

Caso Contral

Cuando inducimos dafio mediante un reto genotoxico como es la radiacion gamma
(factor extrinseco) observamos que aumenta el dafio al ADN en ambos grupos,
en los LE hasta 267.48 y el AM hasta 284.77, llegando a cuantificarse mas del
doble de dafio, pero que no muestran diferencia significativa entre ambos grupos
p 0.14 (Figura 2).
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Figura 2.

DANO AL DNA IRRADIADO
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En cuanto a los mecanismos de reparacion del ADN encontramos las siguientes
diferencias. A los 60 minutos que se midié el dafio se encontré que en el grupo de
longevos excepcionales el dafio al ADN fue de 205.21, observandose que regreso
al daflo que se habia descrito en el basal, en cambio, en el grupo de adultos
mayores el dafio es mucho mayor, hasta 289.925, casi igual al descrito en la post-
radiacion y no regresando al basal. Estos datos si representaron una diferencia

significativa con p 0.01 (Figura 3).

Figura 3.
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DISCUSION

Dentro de nuestra muestra observamos que predominan las mujeres,
probablemente al aumentar la muestra se sigan mostrando estos resultados en
los longevos excepcionales por la epidemiologia que ya se ha descrito en

diferentes poblaciones.
Funcionalidad y comorbilidades

En cuestién de funcionalidad y comorbilidades en los centenarios también se ha
descrito un perfil, existe retraso o se escapan de enfermedades asociadas a la
edad. En nuestro estudio con una edad promedio de 97 afios se observa que 66%
de los longevos son funcionales en cuanto a actividades basicas y tienen un indice
de comorbilidad bajo. En estudios previos se ha observado que a los 97 afios 45
% de las mujeres y 75% de los hombres aun son independientes. Como
esperabamos estos hallazgos son consistentes con la hipétesis de morbilidad de
James Fries’ que habla de que cuando se alcanza mas alla de la expectativa de
vida es frecuente que las enfermedades se presenten hasta los ultimos afios de
vida y no condicionen discapacidad 2, es decir, son personas como en nuestra
poblacién que en su mayoria se presentan sin enfermedades de gravedad o que

comprometan su vida.?*

Se han descrito diferentes modelos para alcanzar la longevidad, uno de ellos es el
gue menciona Evert en donde se explican 3 formas que siguen las siguientes
caracteristicas: longevidad para supervivientes, aquellos que presentaron
comorbilidades antes de los 80 afos (38%); retrasados (43%), que presentan
enfermedad después de los 80 afios, y por ultimo los que escapan (19%), aquellos
gue presentan enfermedad hasta después de los 100 afios. En nuestro estudio
observamos que casi el 50% de la poblacién tienen una perfil de longevidad
retrasada, presentaron enfermedades (hipertension, enfermedad -cardiaca,

diabetes, enfermedad cerebrovascular, cancer de piel, osteoporosis, tiroides,
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enfermedad de Parkinson, enfermedad pulmonar obstructiva crénica) y ya que la
parte de la muestra que tuvieron mas de 100 afios fueron los menos, Unicamente
uno desarroll6 demencia hasta los 101 afios y este es el que pertenece al grupo
de los que escaparon de la enfermedad.

De acuerdo a lo visto en este estudio la mayoria de los longevos excepcionales

tienen menos enfermedades y los que tienen enfermedades éstas no son graves

Desde hace mas de 50 afios se establecié como una de las teorias asociadas al
envejecimiento la de los radicales libres y el estrés oxidativo.

Esta es la parte que interviene tanto en factores genéticos como ambientales. En
un estudio en gemelos homocigotos y en otro en hermanos de longevos se ha
descrito que el factor genético unicamente compone del 20-25% de la longevidad

y el resto son factores ambientales. ?°

Estado nutricional

Dentro de los factores ambientales que tienen un impacto muy alto sobre la
longevidad se ha descrito el estilo de vida.** 34

En nuestra poblacion podemos observar que en cuanto a los marcadores de
desnutricién o riesgo de desnutricion se identifica lo siguiente: el indice de masa
corporal (IMC) esta dentro de los parametros de normalidad para decir que
nuestros pacientes longevos excepcionales estan bien nutridos, aunque por
indices de riesgo de desnutricion como el MNA observamos que el 33% de
nuestra poblacion tiene un riesgo de desnutricion leve y el 16% se encuentra
desnutrido , encontrdndose diferencia significativa (p <0.001) con el grupo control.
En cambio ellos tienen un IMC alto, encontrandose en sobrepeso y sin riesgo de
desnutricion.

Siendo que se ha sugerido que la restriccidon caldrica es una fuente de longevidad
podriamos sugerir que siendo que nuestros longevos tienen un riesgo de
desnutricibn moderado, se podria decir que tienen restriccion calérica y este

pudiera ser uno de los condicionantes para que alcancen esta edad. Con la
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restriccion caldrica se mejoran los mecanismos moleculares que condicionan dafo
al ADN, hay mejoria en cuanto a los mecanismos de reparacién y disminucioén en
la acumulacion de dafio de las células.

Para corroborar esto y poder hacer estudios de correlacion y factores de riesgo

deberiamos extender la muestra y llevarla a otras poblaciones.

Dafio y reparacion al ADN

Dafio basal

Como pudimos observar en este estudio cuando medimos el dafio basal mediante
ensayo cometa ambos grupos superaba las 100 unidades, es decir, se detectaba
dafio. Pero no encontramos diferencia significativa a nivel de dafio basal con p
0.262. Se habia descrito que el dafio es progresivo conforme avanza la edad. Se
ha descrito en estudios previos como el de Barnett, et al, que el dafio al ADN
aumenta conforme a la edad y es progresivo, entre mas afios, mayor exposicion a
factores intrinsecos y extrinsecos que condicionan dafio al ADN.

Dentro del estudio inicial de Barnett se observd que en grupos de 35 a 39 afios
comparado con un grupo de 75 a 80 aflos el dafio al ADN no tuvo diferencia
significativa medida en el tiempo 0, es decir el basal (p 0.42), en comparacién
con el grupo de 65 a 69 afios en donde comparado con el grupo de 75-90 afios si
hubo una diferencia significativa p 0.012. Estos resultados no los corroboramos
con nuestra poblacion ya que a nivel basal de dafio al ADN no hubo diferencia
significativa, una de las razones por la que pudo deber esto fue la edad y el tipo
de poblacién estudiada.l '® Esta misma informacién se corrobora en otros
estudios,™ donde el nimero de cadenas dafiadas aumentaba conforme a la edad
cuando se comparaban grupos de 63-70 afios contra el grupo de 75-82 afios ,

aumenta el dafio conforme a la edad, mostrando resultados significativos.

De acuerdo a nuestros resultados posiblemente con una muestra mayor
tendriamos resultados diferentes, o que nos indica Unicamente es una tendencia,

aunque la explicacion para esto pudiera ser que nuestra poblacion se ha descrito
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gue como en el estudio NONA ésta se comporta a nivel de dafio al ADN como una

poblacién joven “1°

Dafio inducido

Cuando se induce un dafio directo con radiacion para causar apoptosis se observa
que si aumenta el dafo, pero esto pasa en ambos grupos, casi alcanzando el
mismo nivel. No existe diferencia significativa entre ambos grupos con p 0.149.
Podriamos decir que el dafio es casi igual al de personas mucho mas jovenes. Lo
que podriamos pensar sobre estos resultados es que el ADN de los longevos
excepcionales muestra una resistencia importante ante el estrés oxidativo..

Estos resultados fueron parecidos al estudio de Barnett en donde se observa el
mismo nivel de dafio cuando se comparaban sujetos de 75-80 afios en

comparacion con sujetos jovenes de menos de 40 afios. *°

Reparacién al ADN

Cuando describimos la reparacion al ADN es donde en nuestro estudio se
encontraron diferencias significativas con p 0.018 entre ambos grupos. Estos
resultados apoyan nuestra hipétesis en donde como en el estudio NONA

(Nonagenarians Study) * #*°

se observan diferencias significativas en cuanto al
dafio postapoptosis entre dos grupos que van de 40 a 60 y de mas de 90 afios
(p.039). En este ultimo estudio los autores mencionan que esto pudo deberse a
que los niveles de antioxidantes en los LE estaban mas elevados en
comparacién con la poblacién joven, lo que pudiera condicionar disminucion del
estrés oxidativo. En nuestra poblacion se muestra que los pacientes longevos
excepcionales tienen una mejor capacidad de reparacion al ADN y tienen la
capacidad de regresar a su estado inicial de dafio al ADN. Esto nos hace pensar
que ellos a pesar de que han estado mas tiempo expuestos a factores intrinsecos
y extrinsecos que pueden dafar el ADN tienen menos produccién de estrés
oxidativo. Esto puede estar condicionado por diferentes factores como los que se

observaron en nuestro estudio: menor desarrollo de enfermedades crénico
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degenerativas, un riesgo nutricional moderado, que puede hacernos pensar que

tienen restriccion caldrica, factor que se ha mostrado que promueve la longevidad.

Para poder hacer una correlacion entre la capacidad antioxidante que se ha
descrito que esta disminuida en el paciente longevo lo que falta solamente es
medir los niveles de antioxidantes para poder hacer la correlacién con el dafio al
ADN, y con ello poder corroborar esta teoria.

Con nuestros resultados se observa que el dafio al ADN no aumenta conforme a
la edad, ya que en los longevos excepcionales el dafio se mantiene estable. Pero
también observamos que cuando se induce un dafio (como fue la radiaciébn en
este caso) los mecanismos de reparacion son mejores y pueden reparar
rapidamente el ADN, a partir de estos resultados podriamos sugerir que ante un
evento agudo (infecciones, trauma etc.) los longevos excepcionales tienen
mecanismos de reparacion muy importantes y adecuado y logran reparar el dafio

gue se ha hecho al ADN y por ello mantenerlos en buenas condiciones.

Con estos resultados podemos corroborar que el dafio basal no aumenta con la
edad, pero cuando inducimos dafio se puede observar que los longevos
excepcionales tienen probablemente mejores mecanismos de reparacion. Estos
resultados nos sirven para poder aumentar la muestra, esperando que los

resultados sean los mismos.
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CONCLUSIONES

El grupo de longevos excepcionales muestra dafio basal al ADN sin diferencia
significativa con el grupo de adultos mayores.

Cuando se induce un dafio directo que condiciona apoptosis lo que se observa es
qgue el ADN de los participantes longevos excepcionales muestra una resistencia
importante ante el estrés oxidativo que condiciona este dafio, no hay diferencia
significativa con personas mas jovenes.

Sin embargo, los longevos excepcionales tuvieron una reparacion al ADN mas
eficiente estadisticamente significativa en comparacién con el grupo de adultos
mayores.

De acuerdo a los resultados, este estudio da pie a que se puedan hacer estudios
de extension con una muestra mas grande midiendo niveles de antioxidantes para

poder hacer la correlacién con el dafio al ADN.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
DARO Y REPARACION DEL ADN EN UN GRUPO DE LONGEVOS EXCEPCIONALES EN
COMPARACION CON UN GRUPO DE ADULTOS MAYORES
(FEBRERO 2013)

Investigador principal: Emilio José Garcia Mayo

Direccion del investigador: Vasco de Quiroga # 15 Col Seccion XVI. Del Tlalpan
CP 14000 México D.F.

Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para
emergencias):56299800 Ext 5706

Investigadores participantes:

Elizabeth Paredes Salomén: Médico Internista. Residente primer afio de Geriatria
Emilio Rojas del Castillo: Investigador titular C Departamento de medicina
gendmica y toxicologia ambiental UNAM Instituto de Investigaciones biomédicas
Mahara Angélica Valverde Ramirez: Investigador titular A asociado.
Departamento de gendmica y toxicologia UNAM Instituto de Investigaciones
Biomédicas

Versiéon del consentimiento informado y fecha de su preparacion: Febrero
2013

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento,
pregunte al investigador sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
la Declaracion de Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la
Comision Nacional de Bioética.

Para decidir si participa 0 no en este estudio, usted debe tener el conocimiento
suficiente acerca de los riesgos y beneficios que esto implica, con el fin de tomar
una decision informada. Este documento le dara informacion detallada acerca del
estudio de investigacion, la cual podra comentar con su médico tratante o con
algun miembro del equipo de investigadores. Al terminar de leer este documento

se le pedira que forme parte del proyecto y de ser asi, bajo ninguna presién o
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intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado Sr. (a)

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion le invitan a participar en este
estudio de investigacion que tiene como objetivo determinar el dafio y capacidad
de reparacion del acido desoxirribonucleico o también llamado ADN, siendo este
el que contiene todas las instrucciones genéticas que influyen en el desarrollo. Se
hara la evaluacion en tres grupos uno de longevos excepcionales y se comparara
con un grupo de adultos mayores y otro de jovenes.

El nimero aproximado de participantes sera de 90 sujetos, divididos en 3 grupos
Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas: ser
un sujeto mayor de 95 afios o encontrarse entre los grupos de edad que van de
20-40 afios y de 60-75 afios

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Evaluacion geriatrica y toma de muestras de sangre para obtencién de material
genético.

Su participacion en el estudio consiste en: Debera responder a las preguntas
relacionadas a datos sociodemograficos, historial de enfermedades,
medicamentos que toma actualmente y evaluaciones especificas del servicio de
geriatria en caso de ser un sujeto geriatrico (de mas de 70 afios)

Posteriormente le pediremos que done una muestra de sangre de
aproximadamente de 30 ml (menos de 2 cucharadas) para que los cientificos
hagan pruebas del ADN y medicidon de antioxidantes y otros componentes que
tienen que ver con la longevidad.

Si el espécimen de sangre no es suficiente en cantidad y calidad, podria
pedirsele que se repita la obtencién de muestra de sangre.

Se calcula que la evaluacion y la toma de muestra seran de menos de 1 hora. La
evaluacion y muestra se haran en las consultas programas de los sujetos y en
caso de gque esto no sea posible y al vivir en la zona metropolitana haran visitas
domiciliares para la evaluacion y toma de muestra.
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La muestra de sangre se usara para el analisis del ADN y medicion de
marcadores bioquimicos que puedan prolongar la vida. Los resultados de las
pruebas no se le daran debido a que la informacion solo es util para investigacion
y no es diagndstico. La participacion en este estudio de investigaciébn no es un
substituto para la atencion médica habitual.

Este estudio puede tener extension para medicion de genes y se le puede llamar
para hacer un seguimiento en un periodo de 2 afios

La alternativa de este estudio es negarse a la participacion.

La informacion recolectada para la investigacion y la muestra de sangre se
guardaran durante los siguientes afios para estudios de extensién y para el
andlisis y el seguimiento. Por lo tanto nos esta permitiendo acceso a esta
informacion indefinidamente y el almacenaje de su muestra de sangre
indefinidamente.

El beneficio de la investigacion no sera directo para usted, la razon por la que
pudiera querer participar es ayudar a los investigadores a hacer descubrimientos
que podrian beneficiar a otras personas en el futuro.

No existe costo monetario para usted, los costos de visitas domiciliares y analisis
de las muestras seran cubiertas por los investigadores y la institucién.

El Unico riesgo del estudio es la formacion de hematoma en el sitio de puncion

La informacién obtenida Unicamente se revisarAd por el investigador y
subinvestigadores. Todos los proyectos de investigacidon se revisan por un comité
de supervision antes de que se permita que los investigadores usen la
informacion 0 muestras almacenadas. Los colaboradores no recibirdn
informacion de identificacibn personal. Las muestras se manejardn por un
ndamero y no por nombre o expediente. Su nombre e informacién personal sera
retirada y guardada en un archivo por separado. Se mantendran privados los
expedientes de estudio que lo identifiguen. Para salvaguardar su privacidad, su
informacion genética se mantiene en una base de datos por separado de su
informacion médica personal

En caso de que ocurra una complicacion posterior a la puncién puede llamar a
los siguientes contactos para cualquier duda o aclaracion

Investigador principal Dr. Emilio Garcia Mayo. 5487 0900 ext 5706
Subinvestigador Dra. Elizabeth Paredes Salomén 5487 0900 ext 5701
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DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las
preguntas que he tenido y todas me han sido respondidas satisfactoriamente. Para
poder participar en el estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:
Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me
han sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas, muestra
de sangre para obtencion de ADN para ser utilizadas en éste estudio. Asi mismo,
mi informacién médica y bioldgica podré ser utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el
proyecto requiere colectar informacién adicional o si encuentran informacion
relevante para mi salud.

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento
informado.

Por favor responda las siguientes preguntas

Si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢Ha leido y entendido la forma de consentimiento informado, O O
en su lenguaje materno?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir O O
este estudio?
c. ¢Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus 0O O
preguntas?
d. ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha 0O O

tenido el tiempo suficiente para tomar la decisién?

e. ¢Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es 0O O
libre de suspender su participacion en este estudio en
cualguier momento sin tener que justificar su decision y sin
gue esto afecte su atencion médica o sin la pérdida de los
beneficios a los que de otra forma tenga derecho?
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Si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)

g. ¢Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun 0O O
desconocidos, de participar en este estudio?

h. ¢Entiende que puede no recibir algin beneficio directo al O O
participar en este estudio?

j. ¢Entiende que no estd renunciando a ninguno de sus 0O O
derechos legales a los que es acreedor de otra forma como
sujeto en un estudio de investigacion?

k. ¢Entiende que el médico participante en el estudio puede 0O O
retirarlo del mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que
Usted no cumplié con los requerimientos del estudio o si el
médico participante en el estudio considera que médicamente
Su retiro es en su mejor interés?

. ¢Entiende que usted recibird un original firmado y fechado de 0O O
esta Forma de Consentimiento, para Sus registros
personales?

Declaracion del paciente:
Yo,
declaro que es mi decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria.
He sido informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacion en
cualguier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o perdida de
beneficios. Si suspendo mi participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al
gue tengo derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon
Salvador Zubirdn (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencién médica o en
futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacion adicional acerca
de los riesgos o beneficios potenciales derivados de mi participacion en el estudio.
Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto
. Si usted tiene preguntas a cerca de sus derechos como
participante en el estudio, puede hablar con el coordinador del Comité de Etica en
Investigacion del INCMNSZ (Dr. Carlos A. Aguilar Salinas. Teléfono: 54870900 ext
2318 0 2321). He leido y entendido toda la informacién que me han dado sobre mi
participacion en el estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer
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preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a mi satisfaccion. He
entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.

Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

Coloque su huella digital si no sabe escribir

Nombre del representante legal
Fecha
(si aplica)

Firma del representante legal

Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha
gue explico el documento

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha
Relacion con el participante:
Direccion:

Nombre del Testigo 2
Fecha

Firma del Testigo 2
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