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Sintesis

SINTESIS
Se realiz6 un estudio analitico de epidemiologia genética con disefio de
estrategia familiar en Santa Clara, entre 2016 y 2021, a partir de dos cohortes
reconstruidas, una con familiares de 68 longevos de 90 afios y mas y otra con
familiares de 42 parientes legales convivientes. En 178 individuos provenientes de
ambas cohortes se determinaron 17 dominios de salud clinicos y analiticos para la
creacion de endofenotipos de longevidad. Se realizaron analisis para variables
genéticas, ambientales, de estrés oxidativo y moleculares. Se encontré agregacion
familiar y heredabilidad moderada mediante parejas padre-hijo y alta para
parejas de hermanos. La actividad catalasa y la concentracion de glutation
reducido fueron menores en longevos mientras que la concentracion de
malonildialdehido fue mayor. Resultaron factores favorecedores de longevidad no
fumar, no beber, IMC normopeso, sexo biologico femenino, tener madre longeva
y no padecer enfermedades respiratorias. Se evidencid posible asociacion del
alelo ABO(A) a la longevidad para el modelo dominante (OR=2,159). La
interaccion gen-ambiente mostro interés en varios analisis, entre ellos los alelos
ABO (A) y SOD2 9T/C (T) con no fumar, OR=4,22 y OR=3,29 respectivamente.
Las evidencias mostraron que la longevidad posee caracteristicas complejas y
sus determinantes tienen contribucion especifica en cada contexto, el cual debe

ser evaluado e interpretado localmente.
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Introduccién

INTRODUCCION

La longevidad humana es una aspiraciéon del hombre casi tan vieja como la
humanidad, pero solo en los Ultimos afios, con los avances en la medicina y la
biologia, se han realizado aportes significativos al incremento notable de la
esperanza de vida al nacer. Este incremento se ha experimentado en todos los
paises, aunque ha sido més notorio en paises desarrollados.’

Aparejado a los avances de estas ciencias y al desarrollo tecnoldgico alcanzado
por las sociedades, es preciso reconocer en la duracion excepcional de la vida
humana la influencia de multiples factores que favorecen su calidad y satisfaccion.
Estos estan relacionados con determinantes de salud como los estilos de vida,
comportamiento psicolégico y personalidad asi como importantes influencias
ambientales tales como la dieta y la actividad fisica.

La edad a la cual se considera un individuo longevo varia en diferentes estudios.
La mayor parte de los autores la estudian a partir de los 80 o 85 afios, lo que esta
relacionado con la esperanza de vida en cada lugar. Sin embargo, hay consenso
para considerar que la duracion excepcional de la vida o longevidad extrema es
aquella en la que el individuo alcanza los 90 afios de vida o mas.

Cuba presenta una de las mayores expectativas de vida y también una de las
poblaciones mas envejecidas de América Latina. La provincia de Villa Clara es

considerada como la mas envejecida del pais.?



Introduccién

Estudios epidemiolégicos indican la presencia de un fuerte componente familiar en
la longevidad determinado por genes y se describen un numero de posibles
asociaciones entre longevidad y variantes alélicas. En estos estudios las
evaluaciones de polimorfismos son importantes, sin embargo existen controversias
y dilucidar el papel de los diferentes genes es un trabajo arduo como corresponde
a un fenotipo de determinacién compleja.®* La forma concreta en que los posibles
genes de longevidad realizan su funcion aun no esté clara, asi la aparicion y
evolucion de genes reguladores que mantienen los procesos vitales de la vida por
mas tiempo suministran una ventaja selectiva para las especies.’

Los estudios de asociacibn de marcadores genéticos y fenotipos humanos se
referencian ampliamente en la literatura. En ella se muestran estas asociaciones
como mecanismos de accion de la seleccion natural en el mantenimiento de
sistemas genéticos polimérficos. Las enfermedades humanas candidatas para
este tipo de accion son las epidemias recurrentes, las infecciones croénicas, las
infecciones intestinales sobre todo en la infancia y las enfermedades tropicales.
Un marcador de gran interés es el sistema de grupos sanguineos ABO y Rh, los
que se asocian a varias enfermedades humanas.®’

Estudios realizados en el campo del estrés oxidativo (EO) plantean que el proceso
degenerativo relacionado con la edad es a gran escala la consecuencia del dafio
provocado por las especies reactivas del oxigeno (EROs). El dafio de las EROs
asociados con la edad es apoyado por evidencias que muestran asociacion entre
enfermedades y el EO.%?

La longevidad humana y el envejecimiento apenas comienzan a ser

comprendidos, pero lo son hoy mas que unas décadas atrds. Dado que el

2



Introduccién

componente genético estd de una u otra forma involucrado, nos motivamos a

desarrollar una investigacion de esta naturaleza, debido a que no se han realizado

antes en Villa Clara estudios de epidemiologia genética de la longevidad humana

ni existe el Registro de Familias Informativas de este fenotipo.

Problema Cientifico

No se dispone de estudios con disefios de estrategia familiar, en nuestro contexto,

gue evallen la contribucion del componente genético y ambiental al fenotipo

longevidad y a diferentes endofenotipos en familias informativas procedentes del

municipio Santa Clara.

Hipotesis de investigacion

La contribucion genética al fenotipo longevidad es alta, o que unido al hallazgo de

factores ambientales favorecedores y la asociacion de algunos polimorfismos a la

longevidad, sustentan el caracter multifactorial de este fenotipo.

Objetivo General:

Analizar la contribucién genética y ambiental al fenotipo longevo y endofenotipos

en familias informativas con longevidad extrema de Santa Clara.

Objetivos Especificos:

1. Caracterizar la agregacion familiar y la heredabilidad en el fenotipo longevo y
los endofenotipos analizados en las familias informativas estudiadas.

2. ldentificar diferencias en indicadores bioquimicos de estrés oxidativo en familias
informativas estudiadas asi como en sus parientes legales.

3. Determinar la asociacién de factores genéticos y ambientales en el fenotipo

longevo.
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4. Identificar interacciones gen-ambiente de los polimorfismos ABO, Rh y SOD2
9T/C en el fenotipo longevo.
Fundamento metodoldgico de la tesis
Se realizd un estudio analitico de epidemiologia genética en Santa Clara, entre
2016 y 2021, cuyo objeto de estudio fue la longevidad humana. Se llevo a cabo
mediante un disefio de estrategia familiar. Se elaboré un instrumento para la
recogida de informacién genealdgica sobre antecedentes de longevidad y
longevidad extrema asi como factores ambientales favorecedores. Se realizd una
validacion del instrumento mediante criterio de expertos que permitié delinear el
fenotipo longevo, la edad para definir longevidad y longevidad extrema y los
criterios para clasificar los endofenotipos.
A partir de 68 individuos con longevidad extrema por encima de 90 afios, que
presentaban genealogias informativas de longevidad, se elabor6 una cohorte
reconstruida con la totalidad de sus parientes donde se investigo la presencia de
longevidad y longevidad extrema. Ademas, se construyeron las genealogias de 42
individuos no consanguineos convivientes con el longevo por un periodo superior
a 3 afios. Las mismas quedaron constituidas por la totalidad de sus parientes para
conformar una cohorte reconstruida de parientes legales.
Con la informacion aportada por ambas cohortes reconstruidas se determiné la
agregacion familiar mediante los tres criterios establecidos. Se determind la
heredabilidad del fenotipo longevidad y longevidad extrema mediante estudios de
vias, en especifico se estimo en parejas de hermanos y para parejas padres-hijos.
Se determinaron 17 dominios de salud clinicos y analiticos en 178 individuos que

incluyeron 68 probandos con longevidad extrema de la cohorte de familias

4



Introduccién

informativas, 68 parientes consanguineos (uno por cada longevo probando) y 42
individuos de la cohorte de parientes legales. En base a los resultados de la
evaluacion de los dominios, 80 individuos longevos se sometieron a una
clasificacion para los tres endofenotipos de longevidad previamente delineados por
criterios de expertos en la validacion del cuestionario. El endofenotipo del individuo
estudiado se utiliz6 como criterio para incluir su familia en la cohorte de dicho
endofenotipo. A partir de las cohortes de los endofenotipos se realizaron andlisis de
agregacion familiar y estimados de heredabilidad.

Se estudid el EO mediante determinacion de la actividad de las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), asi como las
concentraciones plasmaticas de glutation reducido (GSH), malonildialdehido (MDA)
y productos avanzados de la oxidacion de proteinas (PAOP), en el fenotipo longevo
y en los tres endofenotipos. Se realizaron diferentes evaluaciones en grupos de
estudio definidos.

Se efectuaron estudios de factores genéticos y ambientales para evaluar
evidencias de variables favorecedoras de la longevidad. Se analiz6 si alguno de
los alelos de los tres polimorfismos estudiados: ABO, Rh y SOD2 9T/C estaba
preferencialmente asociado al fenotipo longevo. Se probaron modelos de
asociacion de tipo dominante, recesivo y aditivo y se evallo su independencia
mediante prueba de ji cuadrado.

La influencia de factores ambientales favorecedores en la determinacion del
fenotipo longevo se hizo mediante andlisis bivariado. Para el analisis de la
interrelacion de factores ambientales con factores genéticos se probo el efecto

conjunto de ambos y se determind la razén de las ventajas segun la hipotesis a

5
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probar. EI modelo multiplicativo establecié que este efecto estaba presente si la
razon de ventaja conjunta observada de los factores evaluados excedia al esperado
por la multiplicacion de las ventajas del factor genético y ambiental por separado. El
efecto aditivo estaba presente si la ventaja observada excedia a la esperada por la
adicion de las ventajas individuales.

El diagrama general de la investigacion se presenta en la figura 1.

Limitaciones de la investigacion

Como todo estudio que recoge informacién a través de entrevistas a individuos, no
puede descartarse que se puedan proporcionar respuestas inexactas por sesgos
de memoria, de tiempo y de persona.

No pudo realizarse el estudio del polimorfismo SOD2 9T/C a la totalidad de los
individuos estudiados por no disponer de los reactivos para PCR. Se realizaron 80
de 178 para un 44,94 % de estudios moleculares.

Control de sesgos

Los estudios de epidemiologia genética con disefios de estrategia familiar tiene
ventajas sobre los estudios con estrategias poblacionales, no obstante, se
tomaron medidas para evitar los sesgos.

Para evitar lo sesgos de memoria y de tiempo, el instrumento para la recogida de
informacion fue aplicado siempre por la misma persona y se realizd en presencia
del pariente del longevo que conocia mejor su historia de vida y habia vivido un
suficiente numero de afios con él.

Para la revision de las evidencias documentales, consideradas para el estudio de
los dominios de salud clinicos, se conto con la participacion de dos especialistas

de Medicina General Integral vinculadas a la investigacion.



Introduccién

Los arboles genealdgicos fueron realizados en dos etapas, un arbol genealogico
preliminar en la primera entrevista, donde se recababa la informacion pendiente o
no confiable para concluirlo posteriormente, y un arbol genealdogico definitivo
realizado en la segunda entrevista.

Consideraciones éticas

El protocolo de investigacién fue aprobado por el comité cientifico y comité de
ética de la Unidad de Investigaciones Biomédicas y del municipio Santa Clara. Se
siguieron los preceptos éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki para
investigaciones biomédicas en humanos.*® El principio de voluntariedad y libre
eleccion se considero a través del consentimiento informado por escrito, tanto para
la realizacion de la encuesta y arbol genealdgico como para la extraccion de una
muestra de sangre para estudios de marcadores antigeénicos, enziméaticos y de
ADN (Anexo 1).

Novedad Cientifica:

Se realiz6 por primera vez en la provincia de Villa Clara un estudio de
epidemiologia genética de la longevidad, donde se determind la agregacion
familiar y la heredabilidad de este fenotipo.

Por primera vez en el pais se realizaron estudios de asociacion con marcadores
genéticos polimorficos, en especifico de dos sistemas de antigenos eritrocitarios y
un polimorfismo de simple nucleétido de ADN.

Primer estudio en el pais que analizo la interaccion gen-ambiente en el fenotipo

longevo para potenciales alelos favorecedores de tres polimorfismos diferentes.



Introduccién

Se efectuaron por primera vez analisis de la razon de ventaja de la accidn
conjunta de variables ambientales y genéticas favorecedoras de longevidad,
mediante mecanismos de interaccion en modelo aditivo y multiplicativo.

Aporte teorico:

Se conocid la contribucién del componente genético al fenotipo longevidad en
Santa Clara y se obtuvieron estimados propios de heredabilidad en nuestro
contexto.

Se conocieron factores favorecedores de la longevidad, en un grupo de longevos
de familias informativas, que son Utiles para desarrollar investigaciones en
distintas areas del conocimiento.

Aporte practico:

Permitié el montaje de nuevas técnicas de estudios moleculares que no se habian
realizado antes en esta Universidad. Ello permitira futuros estudios de asociacion
de marcadores genéticos, bien a este fenotipo o a enfermedades cronicas, lo que
abaratara costes de investigacion.

Los hallazgos que resultaron factores favorecedores y que en su interaccion con
las bases genéticas le permitieron a los longevos vivir con calidad un mayor
tiempo, permitirdn tomar medidas de salud publicas oportunas que posibilitaran
minimizar riesgos para la salud y reducir gastos de atencion de salud y atencion
social.

Con esta investigacion se inicio el registro de familias informativas de longevidad

en Villa Clara el cual no existia.
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Aporte metodoldgico

El método empleado para efectuar la evaluacion de la accion conjunta de variables
ambientales y genéticas favorecedoras de longevidad mediante hipotesis de
accion conjunta con mecanismos de interaccion aditivos o multiplicativos, resulta
en una metodologia que tiene posibilidades de emplearse en el estudio de otros
fenotipos y enfermedades multifactoriales.

El método para la obtencion de los estimados de heredabilidad mediante disefios
de vias, contempld modificaciones a las técnicas clasicas que pueden ser
empleadas en estudios similares y en otros fenotipos.

Aporte social:

Se determinaron parametros analiticos de los individuos que participaron en la
investigacion los cuales fueron debidamente informados, lo que contribuy6 al
conocimiento de su estado de salud.

Los resultados del presente trabajo pueden extenderse a la comunidad al contar
por primera vez con un registro de familias informativas de este fenotipo. Aunque
las caracteristicas biolégicas no son modificables, si pueden serlo algunos
atributos sociales y ambientales considerados determinantes de salud, como son
los aspectos psicoldgicos del comportamiento de estos longevos, personalidad y
estilos de vida. Al comportarse éstos como posibles factores de proteccion para
alcanzar mayor longevidad, pueden ser divulgados y conocidos entre la poblacion
adulta con el consiguiente beneficio en la calidad de vida.

Volumen y estructura de la tesis

La tesis esta presentada en un volumen uUnico estructurada en cuatro capitulos.

Capitulo uno (Marco tedrico sobre bases genéticas y ambientales del fenotipo
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longevo), capitulo dos (Agregacion familiar y heredabilidad de la longevidad y
longevidad extrema en el fenotipo longevo y endofenotipos), capitulo tres
(Estudios de estrés oxidativo en el fenotipo longevo y endofenotipos) y capitulo
cuatro (Factores genéticos y ambientales asociados al fenotipo longevo).

Los capitulos dos, tres y cuatro presentan una breve introduccion, objetivos
parciales, disefio metodoldgico, resultados, discusion y conclusiones parciales.
La tesis consta ademas de conclusiones, recomendaciones, bibliografia,
autobibliografia y anexos.

En el capitulo uno se actualiza sobre aspectos epidemiolégicos de la longevidad asi
como sus bases genéticas y ambientales. Se abordan conceptos basicos y las
principales caracteristicas de los estudios llevados a cabo en este campo.

El capitulo dos contiene el estudio de epidemiologia genética sobre la longevidad y
la longevidad extrema. Se realizan analisis de agregacion familiar y heredabilidad
tanto en el fenotipo longevo como en tres endofenotipos.

El capitulo tres presenta los resultados del estudio de estrés oxidativo en el fenotipo
longevo y endofenotipos.

El capitulo cuatro contiene los resultados del estudio de asociacion genética de los
polimorfismos ABO, Rh y SOD2 9T/C al fenotipo longevo asi como la influencia
de factores ambientales en la determinacion del fenotipo longevo y su

interrelacion con factores genéticos.
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Universo: Totalidad de parientes de familias informativas de longevidad extrema residentes en Santa Clara y familiares
de un pariente legal conviviente en estas familias informativas.

Poblacion de estudio: 68 familias informativas de longevidad extrema q

178 Individuos (68 probandos, 68 familiares consanguineos y 42 parientes

-Estudio de factores genéticos y ambientales

-Andlisis de asociacion bivariados
-Frecuencias fenotipicas ABO y Rh
-Estudio de interaccién gen-ambiente

v

y 42 familias de pariente legal conviviente

12 familiares

U

-Estudios de asociacién genética
de los polimorfismos ABO y Rh
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Capitulo 4

v
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V
v
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Endofenotipos de longevidad
(80 individuos)

Vo

Estudio de parametros bioquimicos
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Capitulo 3

-Frecuencia SOD2 9T/C

Cohorte reconstruida
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Figura 1. Diagrama general de la investigacion
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO SOBRE BASES GENETICAS Y
AMBIENTALES DEL FENOTIPO LONGEVO

1.1 Longevidad humana

La esperanza de vida es la media de la cantidad de afios que vive una cierta
poblacion en un cierto periodo de tiempo. Se suele dividir en masculina y femenina
y se ve influenciada por factores como la calidad de la medicina, la higiene, las
guerras, etc. Aunque, se suele referir inicamente a las personas que tienen una
muerte no violenta.'*

La vida de los individuos de una misma especie tienen una duracién caracteristica,
pero existe una considerable variacién. Aquellos que dentro de una misma especie
sobreviven mas que el promedio se dice que son longevos.'? La longevidad
humana es el resultado de un proceso multifactorial que permite a un individuo
sobrevivir, retrasarse o escapar de enfermedades relacionadas con la edad. Esto
puede estar determinado por su predisposicion genética, estimulos externos como
la dieta y al principal modulador de la salud humana, la regulacion de la expresion
génica.'®

Un individuo centenario es una persona que vive hasta los 100 afios o mas.
Debido a que la esperanza de vida en todo el mundo es inferior a los 100 afios, el
término se asocia invariablemente con la longevidad excepcional. En 2020 el
numero de centenarios en el mundo era de 573 000 personas. Se espera que ese

ndmero supere el millén para finales de esta década.'**
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1.2 Aspectos epidemioldgicos y prevalenciade lalo  ngevidad

La prevalencia de la longevidad en poblacién abierta ha aumentado en los uUltimos
cien afios. Segun la OMS en el siglo XX se produjo una revolucion de la
longevidad. La esperanza media de vida al nacer aumentd 20 afios desde 1950 y
llegb a 66 afios. En el afio 2021 alcanz6 un valor de 78,5 en paises desarrollados
y se prevé que para el aflo 2050 haya aumentado 10 afios mas. Se estima que
para el afio 2025 existiran unos 1 200 millones de adultos mayores.™*

Entre los paises con transicion demogréafica mas avanzada se encuentran Japon,
Finlandia e lItalia, y en las Américas, Canadéa, Barbados, Estados Unidos y Cuba.
Por el contrario, Bolivia, Guatemala y Haiti poseen un envejecimiento poblacional
incipiente.®

La poblacion centenaria se ha incrementado en las dltimas décadas. Si en 2011 la
region de las Américas contaba con alrededor de 2 228 900 personas de 90 afios
0 mas, de las cuales 90 400 eran centenarias, se espera que para mediados del
siglo estas cifras habrdan ascendido a cerca de 13 903 000 y 689 000,
respectivamente.*’

Cuba presenta una de las mayores expectativas de vida y una de las poblaciones
mas envejecidas de América Latina. La esperanza de vida es de 76.50 afios para
los hombres y 80.45 para las mujeres. A partir del desarrollo social alcanzado y los
logros de la medicina, el pais presenta un comportamiento similar al de paises de
alto desarrollo (baja tasa de natalidad y alta esperanza de vida) por tanto, mayor
tendencia al envejecimiento. Actualmente son mas de 408 736 las personas
mayores de 80 afios. Esta poblacion de longevos represento en el 2021 el 3,68 %

del total de la poblacién.?
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La provincia de Villa Clara es considerada como una de las provincias con mayor
expectativa de vida al nacer. La cantidad de individuos longevos alcanzo la cifra
de 37 191 personas constituyendo el 4,82 % de su poblacién.?

1.3 Teorias sobre las bases de la duracion de lavi  da

Para que una teoria sobre el envejecimiento sea exitosa se plantea que debe
tener en cuenta dos puntos importantes: el primero es que el envejecimiento
compromete un numero de genes diferentes (se sefialan hasta cien genes
implicados en la evolucion de la longevidad ademas de multiples mutaciones) y el
segundo, que el envejecimiento ocurre a todos los niveles (molecular, celular y de
6rgano).*®*®

Los fendmenos del envejecimiento no los puede explicar un mecanismo unico, por
tanto, la teoria que valore la naturaleza multicausal serd la que consiga un
acercamiento cientifico mas racional. Los cambios que una teoria del
envejecimiento debe explicar son los cambios perjudiciales que reducen las
funciones, los progresivos que tienen lugar gradualmente, los intrinsecos que no
son causados por agentes medio ambientales modificables y los universales que
ocurren en todos los miembros de una especie.?

Existen tres teorias genéticas que confieren al entorno celular el papel de ser el
responsable de todos los dafios provocados al azar en el ADN. Estas son: teoria
de la regulacion génica, teoria de la diferenciacion terminal y teoria de la
inestabilidad del genoma.?*?® Existen ademas otras teorias no genéticas sobre el
envejecimiento que tienen gran fuerza como son las teorias de la mutacion
somatica, teoria de los radicales libres, teoria error—catastrofe, teoria de las
uniones cruzadas de estructuras celulares, teoria de la acumulacion de productos

de desecho, teoria inmunolégica y las teorias deterministas entre otras.?*?’
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1.4 Heredabilidad de la longevidad

La heredabilidad describe la proporcion de la variacién fenotipica de un caracter
gue se debe a factores genéticos y es empleada en los estudios de genética
cuantitativa en muchas especies con fines cientificos y practicos. Es un parametro
aplicado en epidemiologia genética humana para ayudar en la caracterizacion del
componente genético de la variabilidad total de un caracter en una poblacion
determinada.?®

La heredabilidad mide los roles relativos de la herencia y el ambiente que son
especificos en cada lugar en funcién de la diversidad, de la variabilidad ambiental
y del componente genético. En los fenotipos de determinacion compleja este
componente es de base poligénica, por tanto, la heredabilidad es la proporcion de
la varianza fenotipica total de un rasgo provocado por la varianza genética
aditiva.’®* Desde el punto de vista estadistico la varianza es una medida de la
variacion individual con respecto a la media del grupo. La heredabilidad se estima
segun el grado de semejanza entre familiares expresado en forma de coeficiente
de correlacion.?®

La heredabilidad de la supervivencia hasta edades posteriores a 80 afios es
estimada entre 0,25 y 0,30 en estudio de gemelos y la influencia genética sobre la
supervivencia se incrementa en la medida que se alcancen edades extremas. La
repercusion genética en la duracion maxima de la vida esta determinada por la
expresion fenotipica referida a los polimorfismos, que de alguna forma modulan el
tiempo de vida individual.?®

1.5 Endofenotipos de la longevidad

Los endofenotipos derivan de la medicion continua de rasgos subclinicos que

constituyen indicadores mas efectivos en el estudio de fenotipos complejos como

14



Capitu[o 1

la longevidad. Una medida comudn del envejecimiento saludable es la
supervivencia libre de enfermedades, usualmente medida a una determinada
edad. Sin embargo, la medicion de biomarcadores subclinicos podria brindar una
mejor caracterizacion de la red de interacciones genéticas que caracterizan los
procesos fundamentales del envejecimiento.

Entre los endofenotipos relacionados con el envejecimiento que se reportan en la
literatura se encuentran la presion arterial tanto diastélica como sistdlica, la edad
al morir, los niveles de colesterol, glucemia y albuminemia asi como la actividad de
enzimas de las defensas antioxidantes entre otros.**3!

1.6 Fisiopatologia del envejecimiento humano

El envejecimiento es caracterizado por un declive gradual de la reserva funcional
orgéanica, lo cual reduce la posibilidad de mantener la homeostasis especialmente
bajo condiciones de estrés. En muchos sistemas de organos la pérdida de la
funcion comienza a los 30 o 40 afios y continda con una tasa de uno por ciento
anual. Aunque este proceso parece ser continuo e irreversible, el envejecimiento
en si no es considerado una afeccion. En ausencia de estimulos patogénicos
adicionales esta condicion no conduce a una enfermedad evidente. Sin embargo,
los cambios relacionados con la edad propician la aparicién de enfermedades.*?

El rendimiento cardiaco disminuido observado en las personas de mayor edad,
puede progresar a un fallo cardiaco en presencia de factores precipitantes tales
como la hipertensioén o infecciones.® Por lo tanto, el envejecimiento en ausencia
de enfermedades es a menudo referido como normal o fisiologico. Por el contrario,
el envejecimiento asociado a enfermedades es llamado anormal o patoldgico.

No obstante, es dificil separar las alteraciones relacionadas con la edad y las

enfermedades. Por esta razon es importante en los estudios sobre el
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envejecimiento la seleccion adecuada de la poblacion a examinar. Estudios
previos llevados a cabo con pacientes hospitalizados pudieron verse sesgados
con relacion al ritmo que normalmente se desarrolla el envejecimiento. Se cree
gue la funcion renal se deteriora con la edad, sin embargo se reporta que en
aproximadamente un tercio de individuos estudiados la funcién renal no disminuyo
en un seguimiento llevado a cabo durante 20 afos. Investigaciones recientes han
confirmado que el declive en la tasa de filtraciébn glomerular y el flujo sanguineo
renal fue mucho menos pronunciado que lo sugerido por reportes anteriores.?*
Aunque los estudios clasicos delinean cuidadosamente aspectos basicos de la
fisiologia del envejecimiento, ellos abordan principalmente las consecuencias mas
que sus causas.?***>% Se ha hecho evidente que estas causas se encuentran a
nivel celular y nuevos métodos experimentales han permitido establecer una
vinculacién entre los procesos intracelulares y las anomalias en 6rganos.®

Se ha demostrado que muchos cambios en el sistema nervioso pueden ser
explicados por un dafio en la transduccion de sefiales a través de los axones y la
sinapsis.® La disminucion del rendimiento cardiaco puede ser relacionada con un
acoplamiento electroquimico dafiado y una afectacion de la contractilidad en los
miocitos cardiacos.** Los cambios en el sistema endocrino pueden ser atribuidos a
la disfuncion progresiva de las células que forman tanto las glandulas endocrinas
como el tejido diana.*®> Ademas, las alteraciones musculoesqueléticas surgen de
alteraciones en las células formadoras del hueso, miocitos esqueléticos y las
uniones neuromusculares.*® También es reconocido que el sistema inmune sufre
una mayor restructuracion asociada a la edad, la cual incluye tanto un aumento

como una disminucién de la funcién de la célula inmunolégica.*’
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1.7 Bases ambientales de la longevidad

Existen coincidencias en la literatura sobre la importancia de factores relacionados
con el estilo de vida, la capacidad de enfrentar el estrés, la realizacion de
ejercicios fisicos y la dieta entre los elementos favorecedores de la longevidad.*’°
Entre las teorias de base ambiental se reconoce que la diferencia fundamental
entre el envejecimiento fisiologico y las enfermedades neurodegenerativas es la
pérdida de la capacidad de adaptacién para hacer frente al deterioro senil.*?

El factor edad se identifica como un desencadenante que afecta principalmente a
personas mayores de 65 afios.*® Los efectos relacionados con la edad derivados
de factores de riesgos ambientales y genéticos y la alta dependencia energética
con un bajo nivel de antioxidantes, especificamente en el cerebro, pueden
propiciar la alta incidencia de desordenes neurodegenerativos que se produce en
la poblacion anciana.*®**

1.8 Bases genéticas de la longevidad

El mecanismo mediante el cual los genes de la longevidad ejercen su funcién es
complejo. Existen genes reguladores que mantienen los procesos vitales de la
vida por méas tiempo y suministran ventajas selectivas para las especies. Esto
tiene dos implicaciones importantes: la primera, que el envejecimiento no esta
programado genéticamente, sino que es el resultado de procesos biologicos
normales necesarios para la vida, y la segunda, que pueden existir genes claves
determinantes de longevidad de naturaleza reguladora que son capaces de
gobernar la tasa de envejecimiento de todo el cuerpo. Esta afirmacion contrasta

con el concepto del envejecimiento como resultado de funciones bioldgicas tan

complejas como el organismo mismo, y que la esperanza de vida o tasa de
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envejecimiento esta determinada por miles de genes que funcionan en
mecanismos altamente complejos, Gnicos para cada célula o tejido.> *?

La heterogeneidad genética de la longevidad queda expresada a traves de sus
multiples entradas al catalogo en linea de enfermedades con herencia mendeliana

en el hombre (OMIM, del inglés Online Mendelian Inheritance in Men) que

sobrepasan las 3000. Asi, el gen Ivg2 productor del fenotipo de la longevidad 2,
mapeado en el brazo largo del cromosoma 6, establece su relacibn genotipo-
fenotipo a través de multiples entradas a genes y fenotipos, principalmente al gen
de la caja forkhead O3A (FOXO3A).*

Se reporta que la frecuencia de alelos proclives a la inflamacion, en genes que
controlan el proceso inflamatorio asociado a las enfermedades cronicas, parece
ser mas alta en individuos infartados y estar disminuida en los longevos, en
especifico los centenarios, donde la frecuencia de estas enfermedades es
menor.**

Estudios en nonagenarios encuentran asociacion con variantes polimérficas del
gen de la proteina C reactiva. Estas variantes alélicas altamente productoras estan
relacionadas con una vida més corta.***> El nimero de genes que podrian afectar
la variabilidad interindividual en la vida humana es alto y probablemente la
mayoria afecte la longevidad al alterar el riesgo de muerte en varias edades. Un
enfoque para identificar estos genes es el andlisis comparativo de lugares
candidatos entre grupos de genes en personas extremadamente ancianas y
personas jévenes de la misma poblacion. Sin embargo, en este enfoque se debe
prestar especial atencién a la coincidencia de casos y controles.?

Los estudios de asociacion de genes candidatos muestran inconsistencias en sus

resultados. Solamente las variantes de los genes APOE (apolipoproteina E) y
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FOXO3A han mostrado asociacién estable con la longevidad.*** La apolipoproteina
E es un importante portador de colesterol y es compatible con el transporte de
lipidos y la reparacion de lesiones en el cerebro. El gen apoE tiene tres alelos
polimorficos comunes, lo que lleva a seis posibles genotipos. Los polimorfismos de

nucledtido unico (SNP, del inglés Single Nucleotide polymorphism) cerca del locus

apoE son las uUnicas variantes que alcanzan significacion en los estudios de

asociacion del amplio genoma (GWAS, del inglés Genome Wide association
studies) de la longevidad.®

Otros factores genéticos asociados a la longevidad revelan conocimientos sobre
vias bioldgicas adicionales que pueden modular el proceso de envejecimiento. Las
variantes del gen de la proteina de transferencia del éster colesteril, involucrado
en la regulacién de los niveles de lipoproteinas de alta densidad, se han sugerido
previamente como marcadores de longevidad excepcional y envejecimiento
saludable en judios Ashkenazi y hombres japoneses-americanos.*®*’

En un estudio de marcadores polimorficos llevado a cabo en centenarios italianos
y sus controles, se relacionaron cuatro genes autosomicos que codifican proteinas
implicadas en rutas metabdlicas fundamentales como loci candidatos. Los genes
fueron: renina, tirosina hidroxilasa, poli ADP-ribosa polimerasa y superoxido
dismutasa 2.%®

1.9 Control epigenético durante el envejecimiento

Las alteraciones epigenéticas constituyen un mecanismo crucial en el deterioro de
las funciones celulares observadas durante el envejecimiento y en los trastornos
relacionados con la edad. Por definicién, la epigenética es el estudio de los
mecanismos hereditarios reversibles que ocurren sin ninguna alteracion de la

secuencia de ADN.***° Delinear y comprender los cambios epigenéticos que
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suceden durante el envejecimiento es un area de estudio importante que puede
abrir el camino al desarrollo de enfoques terapéuticos novedosos para retrasar el
envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad.****°

El sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford y el sindrome de Werner son
trastornos genéticos raros caracterizados por fenotipos de envejecimiento
prematuro. Estas enfermedades se asemejan al envejecimiento fisiologico y sirven
como modelos para obtener informacion sobre la biologia del envejecimiento
humano.>* Estos sindromes se deben a una mutacién en los genes que codifican
la maquinaria de reparacion del ADN y conduce a estructuras desorganizadas de
la cromatina. Esto indica que la inestabilidad gendémica y el deterioro de la
cromatina son elementos que se encuentran en el origen del proceso de
envejecimiento y que la comprension de los mecanismos moleculares de estas
enfermedades nos proporciona informacién Gtil para entender este complejo
proceso.*!

Los estudios en humanos y en estos modelos de envejecimiento revelan que, al
igual que otras estructuras biologicas de las células, el epigenoma sufre una
pérdida progresiva de su configuracion durante el envejecimiento. Esto provoca un
cambio profundo en la arquitectura cromosémica, la integridad gendémica y los
patrones de expresion genica. Los efectos se conservan en su mayor parte desde
organismos unicelulares como levaduras en gemacion hasta eucariotas
multicelulares complejos. Estos mecanismos conservados nos ayudan a obtener
una imagen mas clara del proceso de envejecimiento.*

1.10 Estudios de estrés oxidativo

Los estudios sobre EO se encuentran entre las principales investigaciones en el

campo de las ciencias médicas debido a su amplia aplicacion en la reduccion del
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dafio causado por los radicales libres (RL). Cuando la generacion de radicales
libres del oxigeno sobrepasa las numerosas barreras de defensas antioxidantes
del organismo se produce un aumento del dafio a las estructuras biolégicas por
reacciones quimicas. A este proceso se le denomina EO y se define como un
desbalance de las defensas antioxidantes con respecto a la produccion
incrementada de EROs, las que intervienen en multiples situaciones
fisiopatologicas. En esta situaciones los RL atacan la membrana celular, liberan
los &cidos grasos Yy las proteinas, perturban la permeabilidad, alteran la posicion,
formacion y funcion de las proteinas y en consecuencia generan cambios en la
actividad enzimatica.®?>3

La respuesta al EO puede tener un papel importante en el envejecimiento. La
mayor generacion de EROs con la edad sobrepasa la respuesta antioxidante e
impone un estado fragil al individuo anciano, lo que aumenta el riesgo de
infeccion, enfermedades relacionadas con la edad, discapacidad y muerte.>*

Sin embargo, generar niveles bajos de EROs, que a su vez actien como
moléculas en la transmision de sefales, puede mejorar la respuesta al EO
mediante el inicio de un mecanismo adaptativo que promueve la longevidad. Este
proceso tiene lugar en las mitocondrias y se denomina mitohormesis. Su
activacion conduce a un aumento de la esperanza de vida en diferentes modelos
animales, ademéas de mejorar el metabolismo y el sistema inmunolégico.*®

1.11 Estudios de asociacion genética

Estudios epidemioldgicos indican la presencia de un componente familiar en la
longevidad determinado por genes y se describen un numero de posibles

asociaciones entre longevidad y variantes alélicas. En estos analisis la evaluacion
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de polimorfismos en centenarios tiene gran importancia, no obstante reportarse
discrepancias en los resultados alcansados.**%°°

La asociacion de marcadores genéticos a fenotipos humanos es ampliamente
referenciada en la literatura, donde se muestra como un mecanismo de accion de
la seleccion natural en el mantenimiento de sistemas genéticos polimorficos. Las
enfermedades humanas candidatas para este tipo de accion son las epidemias
recurrentes, infecciones cronicas, infecciones intestinales sobre todo en la infancia
y las enfermedades tropicales.®*

Un polimorfismo genético se define como el sistema genético en el cual existen
varios alelos en la poblacion, todos con una frecuencia relativamente alta de modo
gue el alelo menos probable esté presente al menos en el uno por ciento de los
individuos de la poblacién.®® EI mantenimiento de un polimorfismo se explica en
base a cuatro grupos de teorias: las teorias selectivas, las de estratificacion étnica,
de desequilibrio de ligamiento y las neutras.*

En los estudios de genes candidatos basados en andlisis de asociacion los datos
apuntan a vias especificas y no solamente a nuevos loci puntuales de longevidad.
Si bien existen dificultades para replicar los hallazgos con independencia de la
poblacion estudiada y persisten dificultades para identificar polimorfismos de
longevidad universales.*

1.11.1 Estudios de asociaciones genéticas a antigen  0s eritrocitarios

Entre los polimorfismos estudiados estan los grupos sanguineos que resultan de la
clasificacion de acuerdo a las caracteristicas presentes o no en la superficie de los
glébulos rojos y en el plasma. Las dos clasificaciones mas importantes para
describir grupos sanguineos en humanos son los antigenos del sistema ABO y

Rh.” Existen evidencias que justifican la realizacién de estudios de asociacion de
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la longevidad a marcadores del sistema ABO. El grupo sanguineo O se originé de
una mutacion por delecién de una base nitrogenada del alelo ancestral A. Sin
embargo, ha llegado a alcanzar las frecuencias mas elevadas entre los alelos del
sistema ABO en todos los paises del mundo, lo que sugiere que pudo conferir
ventajas selectivas.’

Se reportan asociaciones de interés de varias enfermedades humanas con el
sistema ABO. El grupo sanguineo A tiene mayor susceptibilidad a tumores
malignos, sobre todo gastricos y el grupo O tiene mayor susceptibilidad a Ulcera
gastrica y duodenal. El riesgo de enfermar con fiebre reumatica es mas baja en los
individuos del grupo O que en los de grupo sanguineo A, B o AB. También se
describen asociaciones de este sistema con la longevidad.>"*°

Los hallazgos anteriores son explicativos de la existencia de susceptibilidad
asociada a enfermedades segun el alelo ABO que se posea, pero a nivel de las
poblaciones humanas son hallazgos controversiales. Se trata de procesos
morbidos que, aunque demostrados, ocurren después de la etapa reproductiva del
individuo y no queda claro como modifican las frecuencias génicas de las
poblaciones.”’

1.11.2 Estudios de asociacion genética SOD2 9T/C y longevidad

El gen SOD2 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 6 y codifica
para la proteina de igual nombre. Una mutacién en la base 2 246 provoca la
transicion de timina a citosina lo que resulta en el cambio del aminoacido Valina
por Alanina en la posicion 16 de la cadena peptidica. Este polimorfismo afecta la
sefializacion y altera la entrada de la proteina a la mitocondria.®

Estudios realizados en modelos de experimentacion como la mosca de la fruta,

han mostrado una asociacién de los niveles de SOD2 con la duracién de la vida.
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Las moscas con longevidad incrementada tenian elevados niveles de SOD2 y una

marcada resistencia al EO. También en gusanos mutantes de larga vida se

demostro una mayor resistencia al EO, acompafnado de un aumento de los niveles

de SOD2 dependiente de la edad.®**?

1.12 Conclusiones parciales del capitulo

1. A partir del niumero de publicaciones relacionadas con la temética, que van en
ascenso en los ultimos cinco afos, puede inferirse que el tema de estudio es un
area novedosa y de creciente interés dentro de las ciencias basicas biomédicas.

2. Se muestran numerosos puntos controversiales y lagunas del conocimiento en
lo concerniente a la busqueda de polimorfismos genéticos que confieran
ventajas selectivas pero que posean suficiente consistencia, reproducibilidad y
plausibilidad biolégica. Se ha fallado en encontrar polimorfismos de caracter
universal, posiblemente debido a diferencias en las poblaciones humanas

estudiadas.

24



Capitu[o 2

CAPITULO 2 AGREGACION FAMILIAR Y HEREDABILIDAD EN E L FENOTIPO

LONGEVO Y ENDOFENOTIPOS

2.1 Introduccién

Los estudios de agregacion familiar y heredabilidad son importantes para el

analisis de rasgos con herencia multifactorial. Los miembros de una misma familia

tienen mayor tendencia a desarrollar rasgos de este tipo debido a la mayor

proporcion de genes que comparten, ademas del ambiente donde viven.

Objetivos parciales

1. Determinar la agregacion familiar y heredabilidad del fenotipo longevidad y
longevidad extrema en las familias informativas estudiadas.

2. Determinar la agregacion familiar y heredabilidad de la longevidad y longevidad
extrema en las familias informativas con los distintos endofenotipos estudiados.

2.2 Disefio metodologico

2.2.1 Definicién del universo y poblacién de estudi o

Universo

Constituido por la totalidad de parientes de las familias informativas residentes en

Santa Clara con longevos de 90 afios 0 mas y de las familias de un pariente legal

conviviente con dichos longevos.

Poblacion de estudio

Quedd integrada por una cohorte reconstruida de 2 775 parientes de 68 familias

informativas de longevidad extrema y otra cohorte integrada por 1 202 familiares

de 42 parientes legales convivientes en las familias informativas.
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Los individuos a partir de los cuales se confeccionaron las cohortes de familias
informativas de longevidad (68) y de parientes legales (42) ademas de 68
parientes consanguineos de la cohorte de familias informativas, se estudiaron
directamente para variables clinicas, epidemioldgicas, genéticas, ambientales y
analiticas.

Criterios de inclusion

Para familias informativas de longevidad extrema

» Tener tres 0 mas miembros con edades iguales o superiores a 90 afios con al
menos uno de ellos vivo y residente en Santa Clara, que seria el probando.

» Tener al menos un pariente de primer grado del probando que estuviera vivo y
residente en Santa Clara.

» Tener al menos un pariente legal no consanguineo conviviente por no menos de
tres afios en el hogar del longevo de 90 afios 0 mas y que no procediera de una
familia informativa de longevidad extrema.

* Los tres individuos dieran su consentimiento para obtener los datos mediante
encuesta asi como para la extraccion de una muestra de sangre para la
determinacion de pardametros bioquimicos de estrés oxidativo, hemoquimica y
estudios moleculares.

Para familias de parientes legales no consanguineos convivientes

* Que no fuera una familia informativa de longevidad extrema.

» El pariente legal conviviente diera su consentimiento para obtener los datos
mediante encuesta asi como para la extraccion de una muestra de sangre para la
determinacion de parametros bioquimicos de estrés oxidativo, hemoquimica y
estudios moleculares.

Criterios de exclusion

* La informacion trasmitida por el longevo o su familiar no resultaba confiable.
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» Las personas que convivian con el longevo no conocian la informacién
genealdgica.
Criterios de salida para las familias
eIndividuos de familias informativas o no consanguineas que decidieron abandonar
el estudio por lo cual se retiraron sus familias.
Criterio de exclusion para muestras
*Presentar enfermedades infectocontagiosas en el momento del estudio.
*Sueros lipémicos o0 hemolizados
2.2.2 Poblacion para los diferentes estudios
Estudios en el fenotipo longevidad y longevidad ext rema
- Andlisis de edad y proporcion de parientes longevos: 3 977 familiares
pertenecientes a ambas cohortes.
- Andlisis de los dominios de salud: 178 individuos estudiados (68 probandos, 68
parientes consanguineos de las familias informativas y 42 parientes legales
convivientes).
- Andlisis de agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema: 3 977
familiares pertenecientes a ambas cohortes
- Estimados de heredabilidad de longevidad y longevidad extrema:
Para la heredabilidad medida en parejas de hermanos: 1 524 parejas
diferentes de hermanos de la cohorte del probando y 455 de la cohorte de
parientes legales.
Para la heredabilidad medida por parejas padres-hijos: 435 parejas diferentes
en la cohorte del probando y 174 parejas de la cohorte de parientes legales.
- Caracterizacion de los dominios de salud del fenotipo longevo: 80 individuos
longevos de las familias informativas (68 probandos y 12 familiares

consanguineos).
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Estudios en los distintos endofenotipos

- Agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema: 2 229 individuos de la
cohorte reconstruida del endofenotipo normometabdlico, 1 055 del endofenotipo
normonutricional, 2 149 del endofenotipo saludable y 1 202 familiares de la
cohorte reconstruida de parientes legales.

- Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema: 1 292 parejas diferentes de
hermanos de la cohorte del endofenotipo normometabdlico, 575 del endofenotipo
normonutricional, 1 246 del endofenotipo saludable y 455 de la cohorte de
parientes legales.

2.2.3 Variables y su operacionalizacion
Variables de epidemiologia genética

Probando: Cualitativa nominal dicotomica. Individuo mediante el cual se identifica
la familia y construye la genealogia. También denotado como propdsito o caso
indice a partir del cual se definen las relaciones de parentesco.

Familiar consanguineo: Cualitativa nominal dicotébmica. Individuos que comparte
relacion de parentesco con el probando.

Pariente legal: Cualitativa nominal dicotomica. Individuos que no comparten
relacion de parentesco con el probando pero se encuentran relacionados por
medio del matrimonio o cualquier otra union civil.

Familia informativa de longevidad extrema: Cualitativa nominal dicotomica.
Término utilizado en genética para referirse a familias en las cuales existen tres o
mas individuos longevos (nonagenarios o centenarios), que pertenecen al menos
a dos generaciones diferentes. En este estudio fueron las familias de los
probandos.

Cohorte reconstruida: Cuantitativa discreta. Totalidad de familiares de cualquier

grado de parentesco, vivo o fallecido, de individuos con un fenotipo determinado, a
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los cuales se les investiga sobre su condicidon respecto al fenotipo bajo estudio
hasta el momento de finalizar la indagacion.

Agregacion familiar verdadera:  Cualitativa nominal dicotomica. Agrupacion de
rasgos fenotipicos o trastornos dentro de una familia determinada debida a causas
genéticas.

Concordancia: Cualitativa nominal dicotomica. Presencia de un mismo rasgo
fenotipico en ambos miembros de una pareja de individuos dentro de un grupo
donde el rasgo se estudia.

Heredabilidad: Cuantitativa continua. Proporcion de la variacion fenotipica de un
caracter que se debe a factores genéticos. En sentido estrecho se refiere al
estudio de la contribucién de la variacion genética aditiva debida a poligenes. Los
valores se consideraron bajos cuando fueron inferiores a 0,30, moderados entre
0,30 y 0,59 y altos cuando su valor fue igual o mayor que 0,60.%°

Variables demograficas

Sexo: Cualitativa nominal dicotomica. Condicion organica que distingue lo
masculino de lo femenino segun el examen fisico y la entrevista. Se clasifico en
masculino y femenino.

Edad: Cuantitativa discreta. Edad bioldgica del individuo en el momento que se le
realiza el estudio. Se expresoé en afos.

Variables relacionadas con fenotipos y endofenotipo s (valoradas segun
criterios de expertos)

Fenotipo longevo: Cualitativa nominal dicotémica. Definida por edad a la muerte
o al final del estudio.

Fenotipo longevidad : Cualitativa nominal dicotdmica. Individuo que al finalizar el

estudio o al morir tenia 80 o mas afios cumplido.
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Fenotipo longevidad extrema: Cualitativa nominal dicotomica. Individuo que al
finalizar el estudio o al morir tenia 90 o mas afios cumplido.

Dominio de salud: Cualitativa nominal dicotomica. Aspectos que se consideran
para la construccion de endofenotipos de longevidad. Las variables de los
dominios de salud que se tuvieron en cuenta en la definicion de cada endofenotipo
se desglosan en los métodos y sus valores de referencia aparecen en este propio
epigrafe.

Endofenotipo de longevidad: Cualitativa nominal dicotomica. Fenotipo
construido a partir de poder ser predictor de la esperanza de vida excepcional o el
envejecimiento saludable relacionado con la longevidad, que resulta persistente y
heredable.

Endofenotipo normometabdlico:  Cualitativa, nominal, dicotdmica. Condicion en
gue un individuo de mas de 80 afios presenta valores normales de glucemia,
colesterol y triglicéridos.

Endofenotipo normonutricional : Cualitativa, nominal, dicotomica. Condicién en
gue un individuo de mas de 80 afios presenta valores normales de proteinas
totales y hemoglobina asi como un indice de masa corporal hormopeso.
Endofenotipo saludable:  Cualitativa nominal dicotomica. Condicion en que el
individuo de mas de 80 afios no presenta multimorbilidad debida a enfermedades
o discapacidades cronicas.

Variables relacionadas con la salud

Estado de salud: Cualitativa nominal dicotdbmica. Presencia o no de
enfermedades o discapacidades asi como capacidad para valerse por si mismo.
Enfermedades consideradas dominios de salud: Cualitativa nominal
dicotomica. Enfermedades padecidas por el longevo o cualquier otro individuo

estudiado. Valores finales: Hipertension arterial, diabetes mellitus, cancer,
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enfermedades articulares, cardiovasculares, cerebrovasculares, respiratorias,
hepaticas, inmunoldgicas, endocrinas y neurolégicas. Se considerd que la
enfermedad estaba presente 0 ausente por la revision de las historias clinicas y la
tarjeta de medicamentos controlados asi como por referencia del longevo o el
familiar. Se trabajo sobre diagndsticos que habian sido realizados previamente por
personal de salud en ejercicio y se asumié que fueron atendidos los protocolos de
diagnostico y tratamiento establecidos en el momento en que se llevaron a cabo
los diagnosticos y se impusieron los tratamientos.
Discapacidades: Cualitativa nominal dicotdmica. Cuando no se completan de
forma adecuada las habilidades sensoriales o motoras que alcanza el individuo
sano. Se clasificaron en auditivas, visuales, fisico motoras y cognitivas
(demencias). Se consider6 que la discapacidad estaba ausente si:
Auditivas: Cualitativa nominal dicotomica. Capacidad de escuchar y en caso de
no poder hasta qué edad escuchd bien.
Visuales: Cualitativa hominal dicotomica. Capacidad de ver y en caso de no
poder hasta qué edad lo hizo. En caso de usar espejuelos en la actualidad se
considerd hasta qué edad vio sin necesidad de ellos y a qué edad comenzé a
usarlos.
Fisico motoras: Cualitativa nominal dicotbmica. Capacidad de caminar y en
caso de no poder en la actualidad se tuvo en cuenta hasta qué edad lo hizo.
Cognitivas: Cualitativa nominal dicotomica. Capacidad de orientarse en
tiempo, espacio y persona.
Variables antropométricas
Estatura: Cuantitativa continua. Altura de una persona desde los pies a la cabeza

expresada en centimetros.
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Peso corporal: Cuantitativa continua. Peso del individuo durante su juventud y
adultez expresado en Kg.

IMC: Cuantitativa continua. Medida de asociacion entre la masa y la talla de un
individuo calculada mediante la division del peso en kilogramos entre la talla en
metros al cuadrado. Se clasificO en bajo peso (menor de 18), normopeso (entre
18,5 y 24,9), sobrepeso (entre 25 y 29,9) y obeso (mayor de 30). Se expresé en
kg/m?.%4

Variables hemoquimicas

Hemoglobina: Cuantitativa continda. Niveles de hemoglobina en sangre
expresados en g/L. Se empled kit diagndstico de la firma HELFA. Intervalo de
referencia en hombres: 120 a 150 g/L y en mujeres: 110 a 130 g/L.*®

Niveles de Glucosa: Cuantitativa continla. Medida de la concentracion de
glucosa en plasma sanguineo expresada en mmol/L. Se empleo kit diagnostico de
la firma HELFA. Intervalo de referencia: 4,2 a 6,11 mmol/L.%°

Niveles de colesterol: Cuantitativa continta. Medida de la concentracion de
colesterol en plasma sanguineo expresada en mmol/L. Se empleo kit diagnostico
de la firma HELFA. Intervalo de referencia: 3,87 a 6,71 mmol/L.%°

Niveles de triglicéridos:  Cuantitativa continia. Medida de la concentracion de
triglicéridos en plasma sanguineo expresada en mmol/L. Se empleo kit diagndstico
de la firma HELFA. Intervalo de referencia en hombres: 0,68 a 1,88 mmol/L y en
mujeres: 0,46 a 1,60 mmol/L.%°

Proteinas totales: Cuantitativa continla. Medida de la concentracion total de

proteinas en plasma determinada mediante el método descrito por Lowry, con

intervalo de referencias de 60 g/L a 80 g/L.%°

32



Capitu[o 2

2.2.4 Métodos

2.2.4.1 Recogida de la informacion primaria

Estadisticas vitales y recopilacién de registros de individuos

Se empled el Sistema de Informacion Estadistica Nacional de Demografia y
Oficina Nacional de Estadistica e Informacion. Las relaciones nominales de
individuos longevos residentes en Santa Clara fueron obtenidas de las consultas
de Geriatria y del departamento de trabajo social y Atencién al Adulto Mayor de la
Direccion Municipal de Salud.

Busqueda y seleccién de las familias informativas

En la primera visita al lugar de residencia se indag6 por el longevo, si la familia era
informativa y la disposicion a participar en el estudio. Una vez verificados los
criterios establecidos se selecciond la familia para participar en la investigacion.
Se procedi6 a la aplicacion del consentimiento informado (Anexo 1) y el
instrumento de recogida de informacién (Anexo 2).

Instrumento utilizado

Consté de 5 acapites referidos a un conjunto de 36 variables que recogian
informacion sobre datos personales, fenotipo externo, antecedentes genéticos,
factores ambientales, enfermedades crénicas, habitos y estilos de vida.

Método para la confeccion del arbol genealdgico

A cada familia informativa y a cada familia de pariente legal conviviente se les
confecciond el arbol genealdgico por la metodologia de la escuela francesa
internacionalmente aceptada y de uso comun en Cuba. (Anexo 3)

En las genealogias se identifico la totalidad de parientes independientemente de
su estado de salud, de estar vivos o fallecidos y del lugar de residencia en el
momento que se confecciono el registro. Ademas, se identificaron los individuos

gue constituyeron los probandos a partir de los cuales se definieron las relaciones
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de parentesco. Los familiares a partir de dos generaciones anteriores al probando

y hasta dos posteriores se dividieron en parientes de primer, segundo y tercer

grado como esta establecido en base al por ciento de genes en comun entre

parientes.®®

Se investigo la presencia de longevidad en todos los parientes de dichas familias

genéticas mediante interrogatorio directo y personal del investigador.

2.2.4.2 Delineacion del fenotipo longevo y construccion de los endofenotipos

de longevidad

Delineacion del fenotipo longevo

El instrumento utilizado para obtener la informaciéon de los factores genéticos y

ambientales favorecedores de la longevidad, el arbol genealdgico y los resultados

de las variables clinicas y analiticas estudiadas fue validado por criterio de

expertos. En dicha evaluacion participaron un total de 10 profesionales de

diferentes areas del conocimiento.

Como parte de la evaluacion de expertos se realizo un analisis grupal para asumir

un concepto de fenotipo y endofenotipos de longevidad a utilizar en esta

investigacion. Como se trata de un fenotipo de determinacion compleja se

consideré que debian tenerse en cuenta los tres aspectos siguientes con sus

respectivos componentes:

Sustentar la edad a utilizar como limite de cortee  n:

1. Datos de esperanza de vida de la misma poblacion de la cual proceden

2. Datos de esperanza de vida para su sexo y grupo étnico en la poblacion de la
cual proceden

3. Datos de esperanza de vida en las cohortes de tablas de vida por afios o

décadas de nacido.
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Recomendacion:

- Definir los 80 afios como limite de corte.

- Subdividir los analisis en dos: longevidad en general que incluye a los individuos
con 80 afos y mas (80+) y longevidad extrema que incluye individuos con 90
afos y mas (90+)

- Como las definiciones basadas en la esperanza de vida no son validas cuando
se modifican las cohortes de nacimientos la longevidad se defini6 como edad a la
muerte o al final del estudio.

Sustentar que el fenotipo tiene componente genético en:

1. Existencia de familias con agregacion familiar de excepcional larga vida en la

poblacion de la cual proceden

2. Prevalencia elevada de familias de excepcional larga vida en la poblacion de la

cual proceden.

3. Diferencias en la esperanza de vida para ambos sexos

Recomendacion:

- Emplear el arbol genealégico como instrumento idoneo para la recogida de
antecedentes genéticos de longevidad.

- Recoger el fenotipo a cada pariente mediante la asignaciéon de su edad
especifica como edad al finalizar el estudio o a la muerte en caso de individuos
fallecidos.

- Considerar el sexo de los individuos para realizar los estudios de agregacion y
heredabilidad.

Sustentar que el fenotipo tiene componente ambienta | en:

1. Existencia de reportes y evidencias de habitos y estilos de vida asociados a una

vida mas larga.
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2. Existencia de caracteristicas del fenotipo externo que acompafan la duracion

excepcional de la vida.

3. Existencia de asociaciones a otros fenotipos de determinaciéon compleja.

Recomendacion:

- Que los factores ambientales de proteccion recogidos en el instrumento pueden
ser utilizados para evaluar posibles variables favorecedoras de longevidad en los
individuos del presente estudio.

Delineacion de los endofenotipos de longevidad
A través de criterios de expertos se intencioné la busqueda de endofenotipos a
considerar. Estos fueron, en lo fundamental, los descritos en la literatura con
modificaciones realizadas por el autor y el grupo de expertos, las que se refieren
en el lugar correspondiente de esta tesis. Se definieron 17 medidas consideradas
dominios de salud, de ellas 6 referidas a variables analiticas y 11 a variables
clinicas. Estas variables permitieron clasificar a los longevos probandos y a sus
familiares consanguineos con 80 o mas afios de edad en tres endofenotipos.

Endofenotipo normometabdlico

Medido por los resultados analiticos de niveles normales de colesterol, triglicéridos

y glucemia. En presencia de uno de los dominios alterado se considero

endofenotipo ausente.

Endofenotipo normonutricional

Medido por los resultados analiticos de niveles normales de proteinas totales y

hemoglobina asi como un indice de masa corporal normopeso. En presencia de

uno de los dominios alterado se consider6 endofenotipo ausente.

Endofenotipo saludable

Fue clasificado de acuerdo a dos criterios:

36



Capitu[o 2

- Criterio 1: Medido por la ausencia de comorbilidad para enfermedades cronicas
mayores del adulto. Se consider6é como enfermedad de base la presencia de una
primera afeccion cronica diagnosticada y como comorbilidades cualquier otra, de
las consideradas de interés para el estudio, que apareciera posteriormente:
Diabetes, hipertension arterial, cancer, enfermedad cardiovascular, enfermedad
cerebrovascular, enfermedad articular y enfermedad respiratoria.

- Criterio 2: Ausencia de discapacidades mayores permanentes (fisicas motoras,
visuales, auditivas y cognitivas) medidas segun definicibn operacional. Fue
evaluado para discapacidades que conllevaran la pérdida de la actividad fisica o
pérdida de la actividad de comunicacion. Cuando estaban presentes y llevaran al
longevo a estar encamado permanente, ciego, sordo total o con demencia y
pérdida de la orientacion en tiempo, espacio y persona.

En presencia de ambos criterios se consideré endofenotipo presente.

2.2.5 Metodologia

2.2.5.1 Estudio genético y ambiental del fenotipo I  ongevidad y longevidad
extrema

2.25.1.1 Edad y proporcion de parientes longevos e n las familias
informativas y familias legales

La mediana de la edad fue evaluada para los diferentes tipos de parientes de
primer grado pertenecientes a las familias informativas y a las familias de los
parientes legales convivientes.

Se encontrd la proporcion de individuos que alcanzaron la longevidad en estos
mismos tipos de parientes hasta una edad determinada, en especifico la
proporcion que alcanzd 80 afios 0 mas, 90 afios o0 mas y 100 afios o0 mas. En

estas evaluaciones los grupos no son excluyentes.
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Ambos analisis se hicieron por separado para los sexos. Se hicieron
comparaciones de la edad y la proporcion de longevidad para cada tipo especifico
de parentesco, entre parientes de probando y parientes del familiar legal
conviviente.

2.2.5.1.2 Agregacion familiar de longevidad y longevidad extr ema

Antes de llevar a cabo los estudios de agregacién familiar se comprobd que no
existiera agregacion familiar en la cohorte formada a partir de los parientes
legales. Esto constituye un requisito para su empleo en los estudios de
epidemiologia genética realizados.

La agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema en familias
informativas se evalué mediante los tres criterios reconocidos. Las evaluaciones
se hicieron para familiares de primer, segundo y tercer grado y para todos los
parientes independientemente del grado de parentesco (anexo 4). Se realizaron
por separado para el sexo masculino y femenino e independiente del sexo. Se
consideraron para este analisis los individuos vivos o fallecidos a partir de los 35
anos de edad.

Criterio 1: Se comprobo si la prevalencia de la longevidad era mayor entre los
familiares del probando longevo en las familias informativas que en la poblaciéon
general de la cual proceden.

Criterio 2: Se evalu6 si la prevalencia de la longevidad fue més elevada entre los
parientes de las familias informativas que entre los parientes de las familias del
pariente legal conviviente.

Criterio 3: Se explord si en las familias informativas la prevalencia de longevidad
era mayor en parientes de primer grado que entre los parientes de segundo y

tercer grado de conjunto.
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Las comparaciones se hicieron mediante test de proporciones muestrales en los
criterios 2 y 3. En el criterio 1 se utilizé test de proporciones respecto a un
parametro poblacional.

2.2.5.1.3 Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema

Se realiz6 mediante un estudio de vias en el que se emplearon parejas de
hermanos y parejas padres — hijos, sin incluir al probando o al pariente legal para
evitar sesgos (anexo 5 y anexo 6). Tanto en las familias informativas como en la
familia de los parientes legales se evaluo la proporcidén de parejas de hermanos y
parejas padres - hijos en que ambos estaban vivos a los 80 y méas afios de edad y
a los 90 y mas afos de edad respecto al total de parejas. Los grupos no son
excluyentes por tanto los individuos podian estar en mas de un grupo.

A partir de los hermanos, vivos o fallecidos con 35 afios 0 mas de edad, se
constituyeron todas las parejas diferentes posibles que pudieron formarse en cada
set de hermanos. Se tuvo en cuenta el nimero de observaciones de covarianzas
realizadas en funcion del tamafio de los grupos de hermanos y el sexo, segun la
formula n = m (m-1) / 2, donde m es el tamafio del grupo de hermanos. De manera
similar se calcularon las parejas padres - hijos sin incluir el probando o al pariente
legal conviviente.

La correlacion genética que determina el peso relativo del componente genético
respecto a la variabilidad fenotipica total se determind por la correlacion entre
hermanos y entre padres - hijos en la cohorte de familias informativas. La
correlacion se consider0 positiva cuando ambos miembros de la pareja
presentaron el mismo fenotipo bajo estudio (pareja concordante),
independientemente de su estado de salud o de estar vivos o fallecidos al final del

estudio
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La correlacion ambiental, definida por la presencia del fenotipo bajo estudio en
parejas de hermanos o padres - hijos en la cohorte de los parientes legales, se
considero positiva si estaba presente en ambos.

La heredabilidad en sentido estrecho, debida al efecto de poligenes, se determino
por la féormula habitual (h?> = VG / VP) que considera la varianza genética como
correlacion intraclase en parejas independientes de hermanos segun sexo. El
término VP es la varianza fenotipica total que resulta de la suma de la varianza
genética (VG) y la varianza ambiental (VA). VG es igual a la varianza entre
hermanos o entre padres e hijos en la cohorte de familias informativas y VA la
varianza entre hermanos o entre padres e hijos en la cohorte de parientes legales.
2.2.5.2 Agregacion familiar y heredabilidad en los endofenotipos

2.2.5.2.1 Caracterizacion de los dominios de salud para la clasificacion de los
endofenotipos de longevidad

Se caracterizaron la totalidad de los longevos de las familias informativas
mediante una caracterizacion general basada en los pardmetros de dominio clinico
y analitico definidos

2.2.5.2.2 Agregacion familiar de la longevidad y lo  ngevidad extrema

La agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema en la totalidad de los
parientes de las familias informativas con el endofenotipo se determind con el
empleo de la misma metodologia descrita para el estudio de agregacion familiar
en el fenotipo longevo.

2.2.5.2.3 Heredabilidad de la longevidad y longevid  ad extrema

La heredabilidad se determind por la misma metodologia empleada en el estudio
del fenotipo longevo una vez establecidas las genealogias que integraron cada

cohorte de los endofenotipos
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2.2.5.3 Tratamiento estadistico

Para el andlisis estadistico se emplearon los programas SPSS version 20.0 e
InfoStat version 1.1 con niveles de significacion de 95%.

Para el analisis de la edad de los diferentes tipos de parientes de primer grado
perteneciente a las familias informativas y a las familias de los parientes legales se
comprobd la distribuciéon de los datos mediante prueba de bondad de ajuste
Kolmogorov-Smirnov. Al no existir distribucién normal la comparacion fue realizada
mediante prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

La significacion de los analisis de agregacion familiar se evalué por la
comparacion de proporciones de parientes longevos en las familias respecto a la
poblacion mediante pruebas de hipo6tesis de proporciones para un parametro
poblacional. Los estudios intrafamiliar entre parientes de primer, segundo y tercer
grado y de tipo interfamiliar entre parientes de probandos y parientes legales se
avaluaron mediante pruebas de hipétesis de proporciones muestrales.

Para medir la heredabilidad se consider6 la varianza genética como correlacion
intraclase de Spearman en parejas independientes de hermanos y parejas padres-
hijos.

2.3 Resultados

2.3.1 Estudio genético y ambiental del fenotipo lon  gevidad y longevidad
extrema

2.3.1.1 Edad y proporcion de parientes longevos en las familias informativas

y familias legales

En la tabla 1 se muestran las comparaciones entre las medianas de las edades de
diferentes familiares de primer grado en la cohorte de los longevos probandos y en
la de los parientes legales. Se observd que en la cohorte de las familias

informativas los diferentes familiares de primer grado tuvieron una mediana de la
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edad significativamente superior a la encontrada en la cohorte de parientes
legales. Esta diferencia no fue significativa para la edad del padre.

Tabla 1. Comparaciones entre las medianas de las edades de diferentes familiares
de primer grado en la cohorte de los longevos probandos y en la de los parientes

legales. Santa Clara 2016-2021

Cohorte longevo probando
Mediana (Rango intercuartilico)

Cohorte pariente legal
Mediana (Rango intercuartilico) P

Parientes (edad afios) (edad afios)

| grado 80,57 (74,72-84,02) 68,40 (60,84-76,42) 0,0001
| grado masculinos 79,69 (70,93-84,38) 66,50 (59,30-79,88) 0,0001
| grado femeninos 82,10 (77,28-87,08) 70,93 (63,84-79,25) 0,0001
Hermanos 80,42 (74,93-84,55) 63,75 (55,89-76,25) 0,0001
Hermanos masculinos 79,33 (73,00-84,17) 62,50 (56,08-76,62) 0,0001
Hermanos femeninos 82,78 (77,16-88,06) 70,08 (57,12-77,00) 0,0001
Padre 83,50 (71,75-90,00) 78,50 (70,00-83,50) 0,09
Madre 82,50 (67,75-91,25) 76,00 (65,25-82,00) 0,007

p: Significacién U de Mann-whitney
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 2 se muestra la proporcidon de parientes longevos en familias
informativas y familias legales estudiadas. Se observd que la proporcién de
familiares con longevidad y longevidad extrema fue mayor en la cohorte de las
familias informativas respecto a la cohorte de parientes legales.

Tabla 2. Proporcion de parientes longevos en familias informativas y familias

legales. Santa Clara 2016-2021

Cohorte longevo probando Cohorte pariente legal

N Proporcion N Proporcion
Total de parientes 2775 1202
Media de parientes por familia 40,81 28,62
Parientes con 80 afios y mas 785 0,283 241 0,200
Media de parientes por familia 11,50 5,76
Parientes con 90 afios y mas 320 0,115 60 0,049
Media de parientes por familia 4,72 1,42
Parientes con 100 afios y méas 34 0,012 9 0,007
Media de parientes por familia 0,50 0,21

Fuente: Resultados de investigacion
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2.3.1.2 Agregacion familiar de la longevidad y long  evidad extrema

Al analizar el cumplimiento del criterio 3 de agregacion familiar en la cohorte de los
parientes legales se observé que el mismo no se cumplia. La proporcion de
individuos con longevidad y longevidad extrema en los familiares de primer grado
no tuvo diferencia con las proporciones de individuos con longevidad y longevidad
extrema en los familiares de segundo y tercer grado en conjunto. Este resultado
avala el empleo de estas familias en los estudios de epidemiologia genética
realizados (Anexo7).

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos al comparar la prevalencia de
la longevidad y longevidad extrema en las familias informativas y en la poblacion
de la cual provienen. Tanto para la longevidad como para la longevidad extrema
se encontraron diferencias significativas por lo cual se cumple el criterio 1 de
agregacion familiar.

Tabla 3. Agregacion familiar del fenotipo longevidad y longevidad extrema en el

total de parientes segun criterio 1. Santa Clara 2016-2021

Poblacion municipio Cohorte longevo

Santa Clara probando
N N p
Total de individuos 247 436 2775
Individuos con 80 afios y mas 12194 785 0,0001
Prevalencia por mil 49,28 282,88
Individuos con 90 afios y mas 9928 320 0,0001
Prevalencia por mil 40,12 115,32

p: Significacion Test de proporciones de un parametro poblacional.
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 4 se muestran los resultados del estudio de agregacion familiar de la
longevidad y longevidad extrema segun criterio 2 de acuerdo al grado de
parentesco y los afios vividos en la totalidad de individuos de ambas cohortes. Las

proporciones de individuos longevos mostraron diferencias significativas tanto para
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la longevidad como para la longevidad extrema en los analisis efectuados
independientes del grado de parentesco, para familiares de primer grado y en los
de segundo y tercer grado de conjunto. En este Ultimo analisis solo presentd
diferencia el grupo de longevidad extrema.

Puede observarse que en el analisis de parientes de | Grado para las edades de
80+, hubo 47,99 % de frecuencia entre familiares de probando y 20,41 % entre los
familiares de la cohorte de parientes legales (p=0,0001). Los porcentajes de
familiares con edades de 90+ fueron 21,40 y 4,08 respectivamente (p=0,0001).
Tabla 4. Agregacion familiar del fenotipo longevidad y longevidad extrema en el

total de parientes segun criterio 2. Santa Clara 2016-2021

Cohorte de longevos probandos Cohorte de parientes legales

Parientes N 8+ % 90+ % N 80+ % 90+ % p(80+) p(90+4)
Total 2775 785 28,29 320 11,53 1202 241 20,05 60 4,99 0,0001 0,0001
| Grado 771 370 47,99 165 2140 343 70 20,41 14 4,08 0,0001 0,0001

lylllGrado 2004 406 20,26 154 7,68 859 171 19,91 46 536 0,839 0,025

80+: 80 afios y méas de edad, 90+: 90 afios y méas de edad, p: Significacion Test de proporciones muestrales
Fuente: Resultados de investigacion

El analisis de agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema mediante
criterio 2 segun sexo del longevo probando o pariente legal se muestra en el
anexo 8. En el caso del sexo masculino se encontraron porcentajes mayores de
individuos con longevidad y longevidad extrema, independientemente del grado de
parentesco, en la cohorte de las familias informativas. Los familiares de primer
grado por separado también mostraron diferencias significativas para estos dos
grupos de edades. En los familiares de segundo y tercer grado en conjunto no se
encontraron diferencias. En el sexo femenino los porcentajes de individuos con
longevidad y longevidad extrema fueron significativamente mayores en la cohorte
de las familias informativas independientemente del grado de parentesco. En los

familiares de primer grado también se obtuvieron diferencias en los dos grupos de
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edades. En los familiares de segundo y tercer grado en conjunto no se
encontraron diferencias.

En la tabla 5 se presentan los resultados del analisis de agregacion familiar de la
longevidad y longevidad extrema en el total de parientes segun criterio 3. La
proporcion de individuos con longevidad o longevidad extrema fue mayor en los
familiares de primer grado que en los de segundo y tercer grado en conjunto.
Tabla 5. Agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema en el total de

parientes segun criterio 3. Santa Clara 2016-2021

Cohorte de longevos probandos
Parientes N 80+ % 90+ % p (80+) p(90+)
| Grado 771 369 4786 165 21,40
llylllGrado 2004 416 20,76 155 7,73

0,0001  0,0001

80+: 80 afios y més de edad, 90+: 90 afios y mas de edad, p: Significacidn Test de proporciones muestrales
Fuente: Resultados de investigacion

2.3.1.3 Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema

En la tabla 6 se presentan los valores de heredabilidad obtenidos al analizar
parejas de hermanos. Los valores resultaron similares tanto para la longevidad
como para la longevidad extrema cuando se analizaron las parejas de hermanos
sin tener en cuenta el sexo. La correlacion de la longevidad para 80+ entre
hermanos en las familias informativas fue de 0,808 y de 0,472 en las familias
legales (h? = 0,631). Al considerar las parejas segln sexo los valores mayores

fueron observados en las parejas hermano-hermano.
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Tabla 6. Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema en parejas de

hermanos. Santa Clara 2016-2021

Fenotipo longevidad

Cohorte de probandos Cohorte de pariente legal

Parejas de Hermanos N/Concord. % r p N/Concord. % r p h2

Hermano(a)-Hermano(a) 1524 /658 43,18 0,808 0,0001  455/47 10,33 0472 0,002 0,631

Hermano-Hermano 394/174 4416 0,833 0,0001 155/8 5161 0,285 0,067 0,745
Hermana-Hermana 403/165 40,94 0,813 0,0001 88/12 13,636 0,615 0,0001 0,569
Hermana-Hermano 7271319 43,88 0,177 0,149 212127 12,74 0,681 0,0001 0,206

Fenotipo longevidad extrema

Hermano(a)-Hermano(a)  1524/115 7,55 0,503 0,0001 455 /0 000 0302 0052 0625

Hermano-Hermano 394 /30 7,61 0,574 0,0001 155/0 0,00 0,063 0,739 0,915
Hermana-Hermana 403 /31 7,69 0,414 0,0001 88/0 0,00 0,367 0,017 0,530
Hermana-Hermano 727 /54 743 0,026 0,830 21210 0,00 0,681 0,0001 0,037

r: coeficiente de correlacion de Spearman, N/Concord.: Nimero total de parejas/nimero de parejas concordantes, %: por ciento de
concordancia, h? Heredabilidad, p: Significacion
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 7 se muestran los valores de heredabilidad obtenidos al analizar
parejas constituidas por padres e hijos. Los valores mayores de heredabilidad se
observaron en las parejas formadas por el padre y sus hijos varones tanto para la
longevidad (0,651) como para la longevidad extrema (0,550). La heredabilidad de

la longevidad en parejas madre - hija fue 0,17 y 0,23 para la longevidad extrema.
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Tabla 7. Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema en parejas padres-

hijos. Santa Clara 2016-2021

Fenotipo longevidad

Cohorte de probandos Cohorte de pariente legal
Parejas N/Concord. % r p N/Concord. % r p h2
Padre-hijo(a) 435/191 4391 0,278 0,022 174121 1207 0,236 0,133 0577
Padre-hijo 217/95 43,78 0,293 0,015 96/9 938 0,193 0,220 0,651
Padre-hija 218/96 4404 0114 0354 7812 15,38 0,180 0,254 0,341
Madre-hijo(a) 435/193 4437 0126 0,307 174119 729 0,218 0,183 0,278
Madre-hijo 217/90 4147 0,143 0,243 96/7 729 0,266 0,293 0,390
Madre-hija 218/103 4725 0,038 0,757 78/12 15,38 0,202 0,199 0,173
Fenotipo longevidad extrema
Padre-hijo (a) 435/37 851 0,31 0,288 17419 517 0860 0,587 0,132
Padre-hijo 217116 737 0,142 0,247 96/0 0,00 0,116 0464 0550
Padre-hija 218/21 963 0,042 0,735 7811 1,28 0,092 0560 0,313
Madre-hijo(a) 435/42 966 0,036 0,773 17410 0,00 0269 0,085 0,118
Madre-hijo 217125 11,52 0,127 0,304 96/0 0,00 0226 0,151 0,360
Madre-hija 21817 7,79 0,082 0,505 7810 0,00 0,268 0,086 0,234

r: coeficiente de correlacion de Spearman, N/Concord.: Nimero total de parejas/nimero de parejas concordantes, %: por ciento de
concordancia, hZ Heredabilidad, p: Significacion
Fuente: Resultados de investigacion

2.3.2 Agregacion familiar y heredabilidad en los en  dofenotipos

2.3.2.1 Caracterizacion de los dominios de salud pa ra la clasificacion de los
endofenotipos de longevidad

La caracterizacion de la totalidad de los longevos de las familias informativas
mediante parametros del dominio clinico, utilizados para conformar el
endofenotipo saludable, y del dominio analitico para los endofenotipos
normometabdlico y normonutricional, se muestran en los anexos 9 y 10. Las
caracteristicas de la cohorte formada para cada uno de estos endofenotipos se
muestran en el anexo 11.

2.3.2.2 Agregacion familiar de la longevidad y longevidad e xtrema

Los resultados del estudio de agregacion familiar de la longevidad y longevidad

extrema mediante criterio 2 segun el grado de parentesco se muestran en el
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anexo 12. Tanto en los familiares en general como en los de primer grado se
encontraron diferencias estadisticas para la longevidad y longevidad extrema en
los tres endofenotipos. En los endofenotipos normometabdlico y saludable los
familiares de segundo y tercer grado en conjunto no presentaron diferencias. En
este mismo tipo de familiares se encontré diferencia significativa para la
longevidad extrema en el endofenotipo normonutricional.

Los resultados del estudio de agregacion familiar de la longevidad y longevidad
extrema mediante criterio 3 segln grado de parentesco se muestran en el anexo
13. En los tres endofenotipos se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la proporcidon de individuos con longevidad y longevidad extrema
entre los familiares de primer grado de parentesco comparados con los de
segundo y tercero en conjunto.

2.3.2.3 Heredabilidad de la longevidad y longevidad  extrema

En la tabla 8 se muestran los valores de heredabilidad obtenidos al analizar
parejas de hermanos en el endofenotipo normometabdlico. Los mayores valores
tanto para la longevidad como para la longevidad extrema se observaron en las

parejas hermano-hermano.
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Tabla 8. Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema en el endofenotipo

normometabdlico en parejas de hermanos. Santa Clara 2016-2021

Fenotipo longevidad

Cohorte endofenotipo normometabélico Cohorte pariente legal
Parejas de Hermanos N/Concord. % r p N/Concord. % r p h2
Hermano(a)-Hermano(a)  1292/559 43,27 0,803 10,0001 455 47 10,33 0,472 0,002 0,630
Hermano-Hermano 327 /148 4526 0,858 0,0001 155/8 516 0,285 0,067 0,751
Hermana-Hermana 364 /145 39,84 0,803 0,0001 88/12 13,63 0,615 0,0001 0,566
Hermana-Hermano 601 /266 44,25 0,168 0,213 212127 12,74 0,681 0,0001 0,198

Fenotipo longevidad extrema
Hermano(a)-Hermano(a)  1292/73 5,65 0,486 0,0001 4550 0,00 0,302 0,052 0,617

Hermano-Hermano 327121 6,42 0,61 0,0001 155/0 0,00 0,053 0,739 0,920
Hermana-Hermana 364 /18 4,94 0,39 0,002 88/0 0,00 02367 0,017 0,519
Hermana-Hermano 601/34 5,66 0,025 0,852 21210 0,00 0,681 0,0001 0,035

r: coeficiente de correlacion de Spearman, N/Concord.: Nimero total de parejas/nimero de parejas concordantes, %: por ciento de
concordancia, hZ Heredabilidad, p: Significacion
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 9 se muestran los valores de heredabilidad obtenidos al analizar
parejas de hermanos en el endofenotipo normonutricional. Los mayores valores
tanto para la longevidad como para la longevidad extrema se observaron en las
parejas hermano-hermano.

Tabla 9. Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema en el endofenotipo

normonutricional en parejas de hermanos. Santa Clara 2016-2021

Fenotipo longevidad

Cohorte endofenotipo normonutricional Cohorte pariente legal
Parejas de Hermanos N/Concord. % r p N/Concord. % r p h2
Hermano(a)-Hermano(a) ~ 575/253 44,00 0,690 10,0001  455/47 10,33 0,472 0,002 0,594
Hermano-Hermano 129/74 57,36 0,813 0,0001 155/8 516 0,285 0,067 0,740
Hermana-Hermana 190/ 67 3526 0,83 0,0001 88/12 13,63 0,615 0,0001 0,574
Hermana-Hermano 256/112 43,75 0,012 0,951 212127 12,74 0,681 0,0001 0,017

Fenotipo longevidad extrema
Hermano(a)-Hermano(a) 575/50 869 0482 0,011 455 /0 0,00 0,302 0,052 0,615

Hermano-Hermano 129/6 4,65 0,55 0,003 155/0 0,00 0,053 0,739 0912
Hermana-Hermana 190/19 10,00 0,398 0,040 88/0 0,00 0,367 0,017 0520
Hermana-Hermano 256125 9,76 0,015 0,468 21210 0,00 0,681 0,0001 0,021

r: coeficiente de correlacion de Spearman, N/Concord.: Nimero total de parejas/nimero de parejas concordantes, %: por ciento de
concordancia, hZ Heredabilidad, p: Significacion
Fuente: Resultados de investigacion
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En la tabla 10 se presentan los valores de heredabilidad obtenidos al analizar
parejas de hermanos en el endofenotipo saludable. Los mayores valores para la
longevidad y longevidad extrema se observaron en las parejas hermano-hermano.
Las correlaciones observadas en todas las parejas evaluadas en la cohorte del
longevo probando fueron significativas excepto en las parejas hermano-hermana.

Tabla 10. Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema en el endofenotipo

saludable en parejas de hermanos. Santa Clara 2016-2021

Fenotipo longevidad

Cohorte endofenotipo saludable Cohorte pariente legal
Parejas de Hermanos N/Concord % r p N/Concord % r p h2
Hermano(a)-Hermano(a)  1246/569 4567 0,871 0,0001 455 /47 10,33 0472 0,002 0,649
Hermano-Hermano 324 /157 4846 0,86  0,0001 155178 516 0,285 0,067 0,751
Hermana-Hermana 334/138 41,32 0878 0,0001 88/12 13,63 0,615 0,0001 0,588
Hermana-Hermano 588/274 4659 0,162 0,246 212127 12,74 0,681 0,0001 0,192

Fenotipo longevidad extrema
Hermano(a)-Hermano(a) 1246 /85 6,82 0,555 10,0001 45510 0,00 0,302 0,052 0,648

Hermano-Hermano 324123 709 0563 0,0001 155/0 0,00 0,053 0,739 0914
Hermana-Hermana 334/22 6,59 0,551 0,0001 88/0 0,00 0,367 0,017 0,600
Hermana-Hermano 588 /40 6,80 0,036 0,799 21210 0,00 0,681 0,0001 0,050

r: coeficiente de correlacion de Spearman, N/Concord: Nimero total de parejas/nimero de parejas concordantes, %: por ciento de
concordancia, h? Heredabilidad, p: Significacion
Fuente: Resultados de investigacion

2.4 Discusion

2.4.1 Edad y proporcién de parientes longevos en la s familias informativas y
familias legales

Diversos estudios muestran que en familiares de longevos la probabilidad de vivir
MAas entre sus parientes es mayor en comparacion con parientes de individuos no
longevos. Ademas, presentan una menor probabilidad de desarrollar
enfermedades degenerativas propias de la edad y una menor mortalidad.®”® El
componente genético de la mayor prevalencia de longevidad en este tipo de

familiares se ha estudiado ampliamente. Los analisis de asociacion de genes
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candidatos apuntan a vias especificas y no solamente a nuevos loci puntuales de
longevidad.”®"*

Las diferencias en la proporcién de individuos con longevidad y longevidad
extrema asi como en la edad de diferentes familiares de primer grado observadas
en la presente investigacion, demuestran la contribucion de los factores genéticos
al fenotipo estudiado.”® Los familiares de primer grado comparten la mitad de los
genes, por lo que es mas probable que reproduzcan rasgos complejos con
herencia multifactorial que tienen su base en poligenes, como es el caso de la
longevidad.”

La prevalencia de la longevidad en este tipo de familia se evidencia mediante
estudios familiares que muestran regiones cromosémicas con posibles genes
relacionados con la longevidad, como son los genes TNF a, TNF 3 y HSP70.1 en
el brazo corto del cromosoma 6, y SIRT3, HRAS1, IGF2, INS y TH en el brazo
corto del cromosoma 11.%7® Ademas, meta-analisis GWAS identifican al locus
TOMM40/APOE/APOC1 como significativamente asociado con la posibilidad de
alcanzar 90 afios y mas de edad.””"®

También el gen FOXO3A se asocia con la longevidad en mdultiples estudios de
genes candidatos de grupos indistinguibles que incluyen centenarios alemanes,
italianos y chinos.”®® Este gen participa en la via de sefializacién del factor de
crecimiento insulina/IGF1, que se demostré previamente prolonga la vida en
modelos animales y se conserva evolutivamente.® Un metandlisis reciente de
GWAS observé una asociacion modesta de FOXO3A con supervivencia a 90 afios

0 mas.®>8
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2.4.2 Agregacion familiar de la longevidad y longev idad extrema en el
fenotipo longevo y endofenotipos

Estudios de epidemiologia y demografia genética reportan que los parientes de
primer grado de probandos que habian vivido hasta edades extremas, sobreviven
cerca de dos veces mas respecto a parientes de individuos no longevos.®" 84 E|
cumplimiento de los criterios de epidemiologia genética para el estudio de la
agregacion familiar tanto en el fenotipo longevo como en los tres endofenotipos en
la cohorte de las familias informativas, evidencio la existencia de agregacion
familiar verdadera. Esto permitio la realizaciéon de estimados de heredabilidad de
la longevidad para determinar la proporcién de la variacion fenotipica de este
rasgo que se debe a factores genéticos.?

La agregacion familiar confiere una mayor predisposicion genética para manifestar
el fenotipo en las familias informativas. Dado el caracter complejo del fenotipo
longevidad y su herencia multifactorial, se puede plantear que las combinaciones
de poligenes compartidos por los individuos que componen estas familias los
hacen mas proclives a alcanzar la longevidad.?

2.4.3 Heredabilidad de la longevidad y longevidad extrema en el fenotipo
longevo y endofenotipos

Investigaciones previas en poblacion general han estimado la heredabilidad de la
longevidad en 0,25. Aunque, este indicador podia aumentar a 0,40 cuando se
estudia en individuos mayores de 85 afos. Para alcanzar una mayor edad y llegar
a la longevidad existe una mayor dependencia de elementos favorables en nuestro
genoma.?8®

Los resultados obtenidos en la presente investigacion evidenciaron un mayor

aporte del componente genético a la varianza fenotipica observada. La

heredabilidad a partir de 80 afios fue de 0,63, este valor resultdé superior a algunos
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reportes.?®®" Sj

bien se considerd que la heredabilidad de 0,40, referida en el
estudio citado, se evalla a partir de 85 afios y que los reportes que informan sobre
heredabilidad entre 0,25 y 0,30 provienen de estudios en poblacion general. Por lo
tanto, los datos obtenidos en la presente investigacion en familias informativas y a
partir de 80 afios no son equivalentes a fin de realizar comparaciones.

Aungue solo en las parejas de hermanos masculinos se evidenciaron mayores
valores de heredabilidad en la longevidad extrema (0,91) que en la longevidad en
general (0,74), se constato que en las parejas de hermanos sin considerar el sexo
y en las parejas de hermanas los valores resultaron muy similares. Esto permite
inferir que el papel del componente genético aumenta en la medida que se
analizan longevidades mas extremas, como cabe esperar dado que la
heredabilidad mide este componente de la variabilidad fenotipica. Solo en las
parejas de diferente sexo los resultados mostraron una mayor divergencia lo que
podria explicarse por las diferencias genéticas y ambientales que pueden
encontrarse en estas parejas de hermanos.

Los valores de heredabilidad de moderados a altos encontrados en el presente
estudio fueron superiores a los reportados en la literatura.®®®° Aunque, en nuestro
criterio, la heredabilidad en otros contextos solo tiene un valor relativo por tratarse
de un cociente sujeto a modificaciones debido a un componente ambiental
especifico. En la presente investigacion el componente ambiental tuvo una
influencia menor, lo que se evidencio en las correlaciones que se alcanzaron en
las familias de parientes legales. Estas fueron menores que las obtenidas en la
cohorte de las familias informativas. No obstante, es de sefialar que las
correlaciones alcanzadas para la longevidad en la cohorte de las familias legales

no son despreciables e indican la posible influencia de factores ambientales.
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Los hallazgos descritos sobre la mayor concordancia entre parejas de parientes de
primer grado avalan el componente genético. Estos determinantes genéticos son
poligenes de determinacion y funciones complejas, algunos de los cuales se han
descrito en la literatura consultada.?*%%%*

Las parejas formadas entre hermanos independientes del sexo en las familias
informativas mostraron porcentajes de concordancia superiores a 40. Esto a pesar
gue los estilos de vida de los hermanos pueden variar al llegar a la adultez y
emprender sus vidas independientes en nuevas familias, o que algunos hermanos
no alcanzan aun el fenotipo longevo aunque poseen los determinantes genéticos.
Todas las correlaciones resultaron significativas excepto en las parejas hermana-
hermano. Los porcentajes de concordancia encontrados en las diferentes parejas
de hermanos formados en la cohorte de los parientes legales fueron
significativamente menores. Esto se explica por el hecho de no existir agregacion
familiar en estas familias, por tanto, la concordancia para la longevidad se debe
mas al efecto azaroso de los factores ambientales que al aporte de poligenes que
confieren mayor predisposicion a la longevidad. Las correlaciones resultaron
estadisticamente significativas excepto en las parejas hermano-hermano, lo que
puede deberse a la existencia de factores ambientales que favorecen la
longevidad en estas familias y reducen los valores de heredabilidad.

Los hallazgos de diferencias para la heredabilidad de la longevidad en parejas
segun el sexo coinciden con una caracteristica comun descrita en los trastornos
genéticos de base multifactorial. Algunos estudios han encontrado valores
menores de heredabilidad en las mujeres, lo que atribuyen a un mayor impacto de
los factores ambientales sobre las mismas.?>*® Esto concuerda con los resultados
obtenidos en la presente investigacion, donde se observa que en la cohorte de los

parientes legales los mayores porcentajes de concordancia se aprecian en las
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parejas de hermanas, lo que evidencia un mayor papel de factores ambientales
sobre la varianza fenotipica observada.

La evaluacion de la heredabilidad mediante estudios de vias, donde se considero
solo hermanos excluyendo al longevo probando, mostré que tanto en el fenotipo
longevidad como longevidad extrema y los endofenotipos se alcanzaron los
valores mayores de heredabilidad en las parejas hermano-hermano.

La heredabilidad estimada en parejas padre-hijo fue inferior a la encontrada en
parejas de hermanos, a pesar que el porcentaje de genes en comun es el mismo
entre ambos tipos de parejas. Este resultado concuerda con lo esperado y
coincide con la literatura para un fenotipo de determinacion multifactorial, donde se
espera encontrar la mayor similitud entre hermanos dadas las probabilidades
basadas en los andlisis de segregacion.®® Aunque, factores de caracter ambiental
para este fenotipo en particular no pueden ser descartados en individuos que
vivieron en dos generaciones diferentes.

Los porcentajes de concordancia fueron superiores a 40 en todas las parejas
diferentes posibles a formar con correlaciones significativas. Al analizar las parejas
padres-hijos se observaron valores mayores de heredabilidad para parejas de
padre con hijo masculino (0,65). Las parejas de madre con hija femenina
mostraron valores de 0,17. Este comportamiento es similar al encontrado cuando
se analizaron las parejas de hermanos.

En los endofenotipos los resultados del presente estudio mostraron estimados de
heredabilidad altos mediante evaluacion de las diferentes parejas de hermanos.
Las parejas de hermanos masculinos en los tres endofenotipos presentaron los
mayores valores de heredabilidad en la longevidad extrema, comportamiento

similar al encontrado en el fenotipo longevo.
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Al comparar los estimados de heredabilidad obtenidos en los endofenotipos y en el
fenotipo longevo se aprecia que es en el endofenotipo saludable donde se
obtienen valores ligeramente superiores. Esto indica que en la cohorte de los
individuos con este endofenotipo un mayor por ciento de la variacion de la
longevidad es debida a factores genéticos, lo que coincide con reportes de otros
autores.** Los resultados alcanzados demuestran que los individuos clasificados
con los endofenotipos analizados poseen suficientes componentes de variabilidad
de base genética para alcanzar la longevidad, y que los parametros analiticos y
clinicos empleados para su clasificacion pueden ser buenos predictores del
fenotipo.

2.4.4 Dominios de salud para la clasificacibn de lo s endofenotipos de
longevidad

El estudio del llamado envejecimiento saludable como un predictor de longevidad,
identificado en la presente investigacion como endofenotipo saludable, ha sido

313738 | as evidencias encontradas

abordado en diferentes investigaciones.
apuntan a que los dominios de salud clinicos incluidos, en especifico las
enfermedades cronicas y las comorbilidades, fueron relativamente bajas entre los
individuos longevos. Las enfermedades mas prevalentes fueron la hipertension
arterial, la diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad cerebrovascular. En contraste,
el cancer y la enfermedad respiratoria cronica tuvieron frecuencias muy bajas, con
la ausencia de esta ultima comportandose como variable favorecedora de la
longevidad.

Las cohortes de los longevos de familias informativas clasificados en los tres
endofenotipos de estudio presentaron una proporcion de individuos con

longevidad y longevidad extrema similar a la encontrada en la cohorte de familias

informativas en general. Solo existi6 una menor proporcion de individuos
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centenarios en la cohorte del endofenotipo normonutricional. Este resultado

demostré que la utilizacion de los dominios de salud, los criterios de clasificaciéon

sugeridos por expertos Yy la literatura especializada para clasificar a los longevos
en los tres endofenotipos, fueron apropiados y posibilitaron una caracterizacion
adecuada de la poblacién de estudio.

2.5 Conclusiones parciales del capitulo

1. La agregacion familiar observada segun los tres criterios establecidos en las
familias de los longevos probandos demostré6 su condicion de familias
informativas para este fenotipo y proporciond las bases requeridas para los
estimados de heredabilidad realizados.

2. Los valores de heredabilidad estuvieron en rangos de moderados a altos para la
mayor parte de los andlisis efectuados segun tipo de pareja y sexo, lo que
aporté elementos del componente genético en la variabilidad fenotipica de la
longevidad.

3. Los estimados de heredabilidad encontrados en los endofenotipos analizados
indican que de ser usados como marcadores serian capaces de predecir

adecuadamente la posibilidad de llegar a ser longevo.
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CAPITULO 3. ESTUDIOS DE ESTRES OXIDATIVO EN EL FENOTIPO

LONGEVO Y ENDOFENOTIPOS

3.1 Introduccién

Los estudios sobre EO se encuentran entre las principales investigaciones en el

campo de las ciencias médicas debido a su amplia aplicacién en la reduccion del

dafio causado por los RL. El mismo se define como un desbalance de las
defensas antioxidantes con respecto a la produccion incrementada de especies
reactivas las cuales intervienen en multiples situaciones fisiopatologicas.

Objetivos parciales

1. Determinar diferencias en la actividad de las enzimas antioxidantes Superoxido
Dismutasa y Catalasa en el fenotipo longevo y los endofenotipos.

2. Determinar diferencias en los niveles plasmaticos de Glutation Reducido,
Malonildialdehido y Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas en el
fenotipo longevo y los endofenotipos.

3.2 Disefio metodoldgico

3.2.1 Muestra de estudio

Estuvo constituida por 178 individuos, 68 longevos probandos, 68 familiares

consanguineos y 42 parientes legales. A pesar que no pudo completarse la

inclusiéon de 68 parientes legales convivientes por tres afios 0 mas con el longevo
probando, estos parientes constituyeron el 61,8 % de lo previsto.

3.2.2 Variables y su operacionalizacion

Superoxido dismutasa (SOD): Cuantitativa continua. Expresada en unidades de

actividad enzimatica especifica (U/mg de proteinas). Enzima que cataliza la
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dismutacion del radical superoxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno.
Importante defensa antioxidante en la mayoria de células expuestas al oxigeno.**
Catalasa (CAT): Cuantitativa continua. Expresada en unidades de actividad
enzimatica especifica (U/mg de proteinas). Enzima antioxidante perteneciente a la
categoria de oxidorreductasas que cataliza la descomposicion del peroxido de
hidrégeno en oxigeno y agua. Puede actuar como una peroxidasa para muchas
sustancias organicas.’

Glutation reducido (GSH): Cuantitativa continua. Expresado en yM. Tripéptido no
proteico que se deriva de los aminoacidos. Es el mayor antioxidante endoégeno
producido por las células. Participa directamente en la neutralizacion de RL y
compuestos de oxigeno reactivo asi como el mantenimiento de antioxidantes
ex6genos como las vitaminas C y E en sus formas reducidas.®

Malonildialdehido (MDA): Cuantitativa continua. Expresado en uM. Dialdehido de
tres atomos de carbono producido principalmente por la degradacion oxidativa de
los &cidos grasos poliinsaturados. Es un indicador de dafio oxidativo a lipidos.®’
Productos avanzados de la oxidacion de proteinas (P AOP): Cuantitativa
continua. Expresada en yM/mg de proteinas. Productos de las reacciones de
agregacion, entrecruzamiento y fragmentacion de las proteinas posterior a su
oxidacién. Es un indicador de dafio oxidativo a proteinas.*®

3.2.3 Método

3.2.3.1 Obtencién de muestras biolégicas

Procedimiento general para las extracciones

A los 178 individuos incluidos en el estudio (longevo probando, familiar
consanguineo y pariente legal) se les tomd una muestra biolégica mediante
extraccion de 6 mL de sangre total con jeringuilla desechable estéril, bajo

condicion de ayuno, mediante venopuncion. De esta extraccion 5 mL fueron
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vertidos en tubo colector con anticoagulante EDTA al 5,6% y 1mL en tubo plastico
de 1,5 mL con heparina sodica (50 pyl/mL de sangre) para la realizacion de
determinaciones hematoldgicas. El tubo con 5 mL de sangre total fue centrifugado
a 3000 rpm durante 10 minutos. El plasma obtenido se utilizé para estudios
hemoquimicos y de EO y con el paquete globular se procedio a la extraccion de
ADN.

3.2.3.2 Técnicas y procedimientos

Las determinaciones se realizaron en espectrofotbmetro Genesys 10 UV ®, con
reactivos de las firmas Merck KGaA 64271 Damstadt Germany y HELFA
Diagnosticos ® Cuba.

Actividad enzimatica Superoxido Dismutasa

Se determind mediante el método cinético descrito por Marklund en 1990, el que
se basa en la auto-oxidacion del compuesto aromatico Pirogalol o 4cido Pirogalico
en soluciones aerobias catalizada por el anion superoxido. La reaccion da lugar a
la purpurogalina, compuesto que absorbe la luz a una longitud de onda de 420 nm.
Este proceso es inhibido por la actividad SOD y el grado de inhibicion se utiliza
para evaluar la actividad de la enzima presente en la muestra.®

La actividad enzimatica se calculé mediante el empleo de ecuaciones matematicas
gue tuvieron en cuenta las condiciones de la reaccion quimica catalizada por la
misma y se informé en AE especifica = AE / [proteinas] U/mg de proteinas.
Actividad enzimética Catalasa

Se determind por el método descrito por Aebi en 1974, el que consiste en la
capacidad de esta oxidorreductasa de descomponer el peréxido de hidrégeno a
agua y oxigeno. La cantidad de peréxido descompuesto como sustrato es

directamente proporcional a la actividad de la enzima. Se siguié la variacion de
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absorbancia durante la descomposicion del sustrato a una longitud de onda de
240 nm.*

La actividad enzimatica se calculé mediante el empleo de ecuaciones matematicas
gue tuvieron en cuenta las condiciones de la reaccion quimica catalizada por la
misma y se informé en AE especifica = AE / [proteinas] U/mg de proteinas.

Niveles plasméaticos de Glutation Reducido

Se determind por el método descrito por Sedlak en 1968 basado en la reaccion de
la muestra desproteinizada con el reactivo de Ellman [5,5'-Dithiobis (2-acido
nitrobenzoico) (DTNB)] que rinde un compuesto coloreado [acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB)] que absorbé luz a 412 nm. La concentracion de GSH se
cuantificé mediante extrapolacién de la densidad 6ptica en curva patrén.’® Los
valores se expresaron en uM.

Niveles plasméticos de Malonildialdehido

Se realizé a partir del método descrito por Esterbauer en 1990 basado en la
reaccion de dos moléculas del reactivo cromogénico N-metil-2-fenil indol con una
molécula de MDA a 45°C que conduce a la formacién de un croméforo estable con
un méaximo de absorbancia a 586 nm. La concentracion de MDA se cuantifico
mediante la utilizacibn de una curva patrén de 1,1,3,3-tetramethoxypropan
[Malonaldehyde bis (dimethyl acetal)].®”

El célculo se llevé a cabo por extrapolacion de la densidad Optica en la curva
patron. Los valores se expresaron en uM.

Niveles plasméticos de Productos Avanzados de la Ox  idacion de Proteinas

Se realizd6 mediante el método de Witko-Sarsat de 1998 basado en la
susceptibilidad de las proteinas al dafio por RL que origina, mediante reacciones
de agregacion, entrecruzamiento y fragmentacion, los PAOP. La concentracion de

estos fue expresada como equivalentes de Cloramina T (patrén) en condiciones
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acidicas a 340 nm en presencia de yoduro de potasio, siguiéndose la
transformacion de los iones yodo a yodo diatémico que provocan estos PAOP.%

El célculo de las concentraciones se realiz6 por extrapolacion de la densidad
Optica en la curva patron. Los valores se expresaron en uM de Cloramina T por
miligramos de proteinas.

3.2.4 Metodologia

Se realizaron comparaciones de rangos medios de las concentraciones de
parametros bioquimicos de EO en individuos no longevos e individuos
octogenarios, nonagenarios Yy centenarios. Entre probandos, familiar
consanguineo y parientes legales y entre individuos masculinos y femeninos. En el
estudio de indicadores de EO en los diferentes endofenotipos se realizaron
comparaciones entre longevos de las familias informativas con endofenotipos
determinados y los parientes legales.

3.2.4.1 Tratamiento estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa SPSS 20.0 con un nivel de
significacion de 95%. Mediante prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov
se comprob6 que los datos no seguian una distribucion normal por lo que se
aplicaron pruebas no paramétricas como U de Mann-Whitney y Kruskal Wallis
segun el numero de grupos a comparar. Siempre que fue necesario se realizaron
contrastes post hoc dos a dos por prueba Dunn-Bonferroni.

3.3 Resultados

3.3.1. Estudio de parametros bioquimicos de estrés oxidativo en el fenotipo
longevo

En la tabla 11 se muestran las comparaciones de los indicadores de EO entre
grupos de individuos segun la edad. Se demostré que no existia distribucion

homogénea en los valores de actividad enzimatica CAT (p=0,001) asi como en los
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niveles de GSH (p=0,003) y MDA (p=0,003). Mediante contrastes post hoc se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de individuos. El grupo de
centenarios mostré una disminucion significativa de la actividad enzimatica CAT
(p=0,001) y la concentracion de GSH (p=0,002) respecto a los individuos no
longevos. Los niveles de MDA aumentaron significativamente tanto en
nonagenarios (p=0,012) como en centenarios (p=0,039) en comparacién al grupo
de no longevos.

Tabla 11. Indicadores de EO en grupos de individuos segun la edad. Santa Clara

2016-2021
Medlana " Contrastes
(Rango intercuartilico)
: : : p post hoc
No longevos Octogenario Nonagenario Centenario sianificativos
(N=92) (N=11) (N=51) (N=24) g
SOD 0,068 0,062 0,059 0,054 0770
(U/mg) (0,035-0,089) (0,035-0,072) (0,036-0,083) (0,024-0,103) ’
CAT 0,396 0,352 0,359 0,289
(U/mg) (0,322-0,490) (0,299-0,415) (0,269-0,497) (0,231-0,390) 0.001 1(0.001)
GSH 41,580 36,41 36,08 27,420
(MM) (31,29-50,42) (27,97-47,02) (28,90-42,45) (23,46-36,21) 0,003 1(0.002)
MDA 0,782 0,797 1,121 1,164 0.003 1(0,039)
(MM) (0,493-1,252) (0,502-1,219) (0,749-1,610) (0,805-1,416) ’ 2(0,012)
PAOP 1,065 0,972 1,027 0,988 0697

(UM/mg)  (0752-1,361) (0,643-1,215) (0,669-1,242) (0,702-1,189)
SOD: Superoxido Dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonidialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la
Oxidacion de Proteinas, U: Unidades de Actividad enzimética, mg: Miligramos de proteinas, uM: Micro molar, 1- No longevos-
Centenarios, 2-No longevos-Nonagenarios. p: Significacion de Kruskal Wallis
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 12 se muestran las comparaciones de parametros bioquimicos de EO
de acuerdo a la condicion de probando, familiar consanguineo y pariente legal.
También se muestra la comparacion de dichos parametros entre ambos sexos.
Entre los grupos de longevos, familiar consanguineo y pariente legal no existio
distribucion homogénea en los valores de actividad enzimética CAT (p=0,022) asi
como en los niveles de GSH (p=0,008) y MDA (p=0,001). Mediante contrastes post
hoc se encontraron diferencias significativas entre los grupos. El grupo de
longevos probandos mostrd una disminucién significativa de la actividad
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enzimatica CAT (p=0,033) y los niveles de GSH (0,016) respecto a los parientes
legales. Los niveles de MDA fueron significativamente mayores en longevos
probandos en comparacion con familiares consanguineos (p=0,002) y parientes
legales (p=0,001).

En el analisis segun sexo de los individuos se encontrd una actividad enzimatica
CAT significativamente mayor en hombres (p=0,006) que en mujeres.

Tabla 12. Parametros bioquimicos de EO segun condicion de probando, familiar

consanguineo o pariente legal y segun sexo. Santa Clara 2016-2021

Grupo Mediana Contraste Grupo Mediana
(N=178) (Rango intercuartilico) ' posthoc  (N=178)  (Rango intercuartilico) Pu
Probando Masculino
68) 0,059 (0,036-0,095) 62) 0,066 (0,031-0,087)
SOD Familiar
(Uimg) (68) 0,066 (0,035-0,079) 0,868 Femenino 0,061 (0.036.0.086 0,541
Pariente Legal (116) 061(0,036-0.080)
(42) 0,062 (0,035-0,082)
Probando 4 336 (0 256.0,448) Masculino 4 451 (0,328-0,544)
(68) IR R (62) T
CAT Familiar
(Umg) (68) 0,388 (0,316-0,486) 0,022 1(0,033) Femenino 0353 (0.276.0.449 0,006
Pariente Legal (116) 493 (0.278:0.449)
) 0,424 (0,326-0,479)
Probando 3 g5 (25,69-42,45) MascUlino. 35 99526 41-48,43)
(68) : DA (62) ’ B
GSH Familiar
(uM) (68) 37,020 (31,50-47,67) 0,008 1(0,016) Femenino 36.910(27 74045.350 0,559
Pariente Legal (116) A10(27,740:45,350)
) 41,865 (28,42-51 47)
Probando Masculino
68) 1,143 (0,806-1,554) (62) 0,966 (0,546-1,272)
MDA Familiar 1(0,001)
(uM) (68) 0,982 (0,492-1,246) 0,001 2(0002) Femenino 002 (06381339 0,480
Pariente Legal (116) 002 (0,638:4,339)
(42) 0,701 (0,492-1,189)
Probando Masculino
(68) 0,99 (0,691-1,236) (62) 1,029 (0,716-1,303)
PAOP Familiar
(uMimg) (68) 1,066 (0,786-1,212) 0621 Femenino 010 (07271 268 0,801
Pariente Legal (116) 010 0,727-1,268)
42) 1,014 (0,679-1,422)

SOD: Superoxido Dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonidialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la
Oxidacion de Proteinas, U: Unidades de Actividad enzimética, mg: Miligramos de proteinas, JM: Micro molar, 1-Probando-
pariente legal, 2-Probando-Familiar consanguineo. p |: Significacion Kruskal Wallis. p | Significacion U de Mann-Whitney

Fuente: Resultados de investigacion
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3.3.2 Estudio de parametros bioquimicos de estrés o  xidativo en los
endofenotipos

En la tabla 13 se presentan las comparaciones de parametros bioquimicos de EO
en longevos de las familias informativas con endofenotipo normometabdlico e
individuos no longevos. El grupo de longevos con el endofenotipo mostré una
disminucion de la actividad enzimatica CAT (p=0,001) y la concentracion de GSH
(p=0,0001) respecto a los no longevos. La concentracién plasmatica de MDA fue
significativamente mayor en los longevos con el endofenotipo (p=0,001) en
comparacion con los no longevos.

Tabla 13. Indicadores de EO en el endofenotipo normometabdlico. Santa Clara

2016-2021
Grupos (N) Mediana (Rango intercuartilico) p
Longevos (64) 0,061 (0,037-0,094)
SOD (U/mg) 0,902
No longevos (92) 0,068 (0,035-0,089)
Longevos (64) 0,328 (0,256-0,426)
CAT (U/mg) 0,001
No longevos (92) 0,396 (0,322-0,490)
Longevos (64) 32,81 (26,26-41,30)
GSH (uM) 0,0001
No longevos (92) 41,580 (31,29-50,42)
Longevos (64) 1.122 (0,798-1,470)
MDA (uM) 0,001
No longevos (92) 0,782 (0,493-1,252)
Longevos (64) 0,969 (0,698-1,199)
PAOP (uM/mg) 0,147
No longevos (92) 1,065 (0752-1,361)

SOD: Superoxido Dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutatién reducido, MDA: Malonidialdehido, PAOP:
Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas, U: Unidades de Actividad enzimatica, mg: Miligramos
de proteinas, uM: Micro molar. p: Significacion U de Mann-Whitney

Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 14 se muestran las comparaciones de parametros bioquimicos de EO
entre longevos de las familias informativas con endofenotipo normonutricional e

individuos no longevos. La concentracion plasmatica de MDA fue
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significativamente mayor en los longevos con el endofenotipo con respecto a los

no longevos (p=0,002).

Tabla 14. Indicadores de estrés oxidativo en el endofenotipo normonutricional.

Santa Clara 2016-2021

Grupos (N) Mediana (Rango intercuartilico) p

Longevos (30) 0,054 (0,027-0,095)

SOD (U/mg) 0,337
No longevos (92) 0,068 (0,035-0,089)
Longevos (30) 0,363 (0,278-0,476)

CAT (U/mg) 0,183
No longevos (92) 0,396 (0,322-0,490)
Longevos (30) 36,09 (27,90-43,82)

GSH (uM) 0,148
No longevos (92) 41,580 (31,29-50,42)
Longevos (30) 1,141 (0,788-1,611)

MDA (uM) 0,002
No longevos (92) 0,782 (0,493-1,252)
Longevos (30) 0,966 (0,596-1,229)

PAOP (uM/mg) 0,213

No longevos (92)

1,085 (0752-1,361)

SOD: Superéxido Dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutatién reducido, MDA: Malonidialdehido, PAOP:
Productos Avanzados de la Oxidacién de Proteinas, U: Unidades de Actividad enzimatica, mg:

Miligramos de proteinas, uM: Micro molar. p: Significacion U de Mann-Whitney

Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 15 se muestran las comparaciones de parametros bioquimicos de EO

entre longevos de las familias informativas con endofenotipo saludable e

individuos no longevos. El grupo de individuos longevos mostré una disminucion

de la actividad enzimatica CAT (p= 0,0001) y de la concentracion plasmética de

GSH (p= 0,003) respecto a los no longevos. La concentracion plasmética de MDA

fue significativamente mayor (p= 0,002) en los longevos con el endofenotipo.
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Tabla 15. Indicadores de EO en el endofenotipo saludable. Santa Clara 2016-2021

Grupos (N) Mediana (Rango intercuartilico) p
Longevos (60) 0,059 (0,036-0,085)
SOD (U/mg) 0,357
No longevos (92) 0,068 (0,035-0,089)
Longevos (60) 0,329 (0,266-0,395)
CAT (U/mg) 0,0001
No longevos (92) 0,396 (0,322-0,490)
Longevos (60) 32,81 (26,98-42,45)
GSH (uM) 0,003
No longevos (92) 41,580 (31,29-50,42)
Longevos (60) 1,090 (0,797-1,419)
MDA (uM) 0,002
No longevos (92) 0,782 (0,493-1,252)
Longevos (60) 0,990 (0,736-1,209)
PAOP (uM/mg) 0,313
No longevos (92) 1,065 (0752-1,361)

SOD: Superoxido Dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutatién reducido, MDA: Malonidialdehido, PAOP:
Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas, U: Unidades de Actividad enzimatica, mg: Miligramos
de proteinas, uM: Micro molar. p: Significacion U de Mann-Whitney

Fuente: Resultados de investigacion

3.4 Discusion

3.4.1 Parametros bioquimicos de estrés oxidativo en el fenotipo longevo
Numerosos estudios demuestran la relacion entre el incremento del EO en tejidos
y células de animales de experimentacion con el aumento de la edad y relacionan
el mismo con la esperanza de vida.***** Aunque los trabajos en humanos son mas
limitados, éstos también describen un aumento del EO en leucocitos y eritrocitos
en el envejecimiento.'%1%

La enzima CAT tiene como funcion principal la regulacién de los niveles celulares
de perdxido de hidrégeno, lo que protege a la célula del dafio oxidativo. Se
reportan niveles reducidos de actividad enzimatica CAT en enfermedades
degenerativas asociadas a la edad como la diabetes mellitus, hipertension arterial,
desérdenes neurolégicos, ateroesclerosis y cancer.'*

Por su parte el GSH es un importante barredor de anién superéxido y protege a

los lipidos de las membranas asi como a los grupos tioles proteicos de la

peroxidacion. Este antioxidante no enzimatico tiene la funcion de restituir a otros
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antioxidantes como la vitamina E y el acido ascoérbico a su estado reducido.
Numerosos reportes demuestran que el dafio a tejidos inducido por diversos
estimulos esta acompafiado de un agotamiento del GSH.***1% Se plantea que los
niveles de GSH y las actividades de las enzimas glutation reductasa y glutation
peroxidasa, que son constituyentes criticos en el ciclo redox del glutation, se ven
significativamente reducidas producto al EO. Esto sugiere que la afectacion al
mecanismo de defensa antioxidante puede permitir un aumento en el dafio a tejido
promovido por los RL.%’

El GSH regula la concentracion intracelulares de peroxido de hidrogeno a través
de la enzima glutation peroxidasa. Una disminucion de la concentracion de GSH
afecta la actividad de esta enzima lo que unido a la disminucion de la actividad
CAT produce una acumulacién de perdxido de hidrogeno. Este agente oxidante
puede reaccionar con metales de transicion como el hierro en la denominada
reaccion de Fenton para producir el radical hidroxilo altamente reactivo.’®® Este
radical tiene como sustratos diferentes biomoléculas entre las que se encuentran
los lipidos de membrana.

La disminucion en la capacidad antioxidante enzimética derivada de una
disminucion de la actividad catalitica CAT y niveles plasmaticos disminuidos de
GSH puede verse reflejada en un aumento del dafio a lipidos mediado por
especies reactivas en un proceso denominado peroxidacion lipidica. Un producto
de esta peroxidacion es el MDA el cual aumentd en nonagenarios y centenarios
respecto a los individuos no longevos.'®° Existen estudios que relacionan
directamente el proceso de envejecimiento con el MDA derivado del dafio
acumulativo a tejidos. Generalmente este dafio lipoperoxidativo se incrementa con
la edad y afecta en mayor proporcion al cerebro, corazén y mausculo

esquelético. 113
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El aumento del dafio oxidativo molecular relacionado con el envejecimiento es
concomitante con el incremento del contenido de &acidos grasos poliinsaturados
descrito en varios tejidos y en diferentes especies de animales. Esto unido a los
cambios producidos por el EO favorece la peroxidacion lipidica y la subsecuente
formacion de productos derivados.**?**3

El grado de afectaciébn con la edad varia de acuerdo al tipo de tejido. Las
alteraciones descritas ocurren en base a cambios fisico-quimicos a nivel de
membrana tales como la fluidez, lo que conduce al incremento de la rigidez y la
pérdida de funciones que se reporta en diferentes estudios.**?*

Los resultados encontrados en la comparacion de los indicadores de EO en el
grupo de individuos probandos, familiar consanguineo y pariente legal sugirieron
una afectacion de la capacidad antioxidante relacionada con la edad. El grupo de
individuos probandos son longevos que solo comparten con sus parientes legales
la influencia de factores ambientales. Es entre estos dos grupos donde se
encuentran las diferencias significativas en la actividad CAT, niveles plasmaticos
de GSH y MDA. En los familiares consanguineos, pese a no presentar diferencias
significativas en los indicadores respecto a los otros grupos de estudio, sus
valores estan proximos a los encontrados en los probandos. Esto puede indicar un
componente genético debido al grado de parentesco.

La influencia de los factores ambientales es comun para los tres grupos pero solo
los probandos y sus familiares consanguineos comparten informacion genética.
Debido a este resultado puede pensarse que factores genéticos unidos a la edad
determinaron los resultados encontrados. Se describe que el mecanismo preciso
por el cual el gen FOXO3A asociado a la longevidad ejerce su funcion es a través

de su efecto sobre el EO, la sensibilidad a la insulina y la progresion del ciclo

celular.!®®
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Las diferencias en los niveles plasméticos de MDA encontrados en los grupos se
corresponden con hallazgos de laboratorio donde se reporta que la acumulaciéon
de compuestos derivados de la lipoperoxidacién y de reacciones del MDA como la
lipofucina correlacionan con la edad.*® La concentracién plasmatica
significativamente mayor en longevos probandos comparados tanto con familiares
consanguineos como parientes legales, puede indicar que ademas del
componente genético otros procesos relacionados con la edad pudieron contribuir
al aumento del EO y por tanto al aumento de la peroxidacion lipidica.

La diferencia en la actividad CAT segun el sexo se reporta en estudios que
sugieren que la variaciéon puede relacionarse con los niveles de estrogenos en
sangre." ' La menor actividad CAT en mujeres, mostrada en el presente
estudio, pudo deberse a la regulacidn negativa de los estrogenos sobre la
actividad de la enzima NADPH oxidasa, lo que disminuye la produccion de anién
superdxido.’” La disminucién de este anién origina una reduccion de los niveles
de peréxido de hidrégeno que es el sustrato de la enzima CAT. Niveles bajos de
peroxido de hidrogeno no favorecen la accion de la enzima debido a su menor
afinidad por el sustrato. En esta situacion el peréxido de hidrégeno es consumido
preferencialmente por la enzima glutation peroxidasa que tiene mayor afinidad por
el mismo.

Los resultados obtenidos evidenciaron una disminucion de la actividad
antioxidante y un aumento de la peroxidacion lipidica en los individuos longevos, lo
gue pone a los mismos en una condicion de EO. En esta situacion adquieren
mayor relevancia los mecanismos denominados de segunda linea destinados a
compensar el efecto dafino de las EROs. Entre ellos se encuentran los sistemas
reparadores de biomoléculas encargados de evitar el dafio producido al ADN y
proteinas e impedir la aparicion de trastornos genéticos o cancerigenos (enzimas

reparadoras de ADN y metionina sulfoxido reductasa) y los sistemas eliminadores
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de componentes celulares oxidados (macroxiproteinasas y endonucleasas). Una

mayor eficiencia de estos sistemas de defensa antioxidantes puede ser la

responsable de una mejor adaptacion al EO relacionado con el envejecimiento en
estos individuos y posibilitar de esta forma la extension de la vida.

3.4.2 Parametros bioquimicos de estrés oxidativo en los endofenotipos

Los parametros bioquimicos de EO en el endofenotipo normometabdlico y

saludable fueron similares a los encontrados en el fenotipo longevo. Los factores

discutidos con anterioridad relacionados con la actividad enzimatica CAT, niveles
plasméaticos de GSH y MDA pueden explicar el comportamiento en estos grupos
de estudio. Los longevos clasificados con el endofenotipo normonutricional solo
mostraron diferencias significativas en los niveles de MDA. A pesar que se
observan valores inferiores de actividad enzimatica y una menor concentracion de

GSH en los individuos longevos con este endofenotipo las diferencias no

resultaron estadisticamente significativas.

3.5 Conclusiones parciales del capitulo

1. Las diferencias en los parametros de estrés oxidativo radicaron en una
disminucion de la actividad antioxidante y un aumento en la peroxidacion
lipidica cuando se analizaron los grupos segun la edad, la condiciéon de
probando, familiar consanguineo y pariente legal.

2. La condicidn de estrés oxidativo que se identifica en los individuos longevos
pone de manifiesto la existencia de mecanismos antioxidantes que les permiten
compensar el efecto dafiino provocado por las EROs y favorecen la extension
de la vida.

3. En los endofenotipos normometabdlico y saludable el comportamiento de los
parametros de EO fue similar al encontrado en el fenotipo longevo lo que
evidencia la adecuada capacidad de los mismos para predecir el fenotipo

longevo en nuestro contexto.
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CAPITULO 4. FACTORES GENETICOS Y AMBIENTALES ASOCIA DOS AL

FENOTIPO LONGEVO

4.1 Introduccion

Estudios epidemiolégicos indican la presencia de un fuerte componente familiar en

la longevidad determinado por genes y se describen un numero de posibles

asociaciones entre longevidad y variantes alélicas.

Objetivos parciales

1. Demostrar la influencia de factores genéticos y ambientales en la determinacion
del fenotipo longevo.

2. Definir la asociacién genética de los polimorfismos ABO, Rh 'y SOD2 9T/C con
la longevidad

3. Determinar la interrelacion gen-ambiente para alcanzar el fenotipo longevo.

4.2 Disefio metodolégico

4.2.1 Muestra de estudio

Estudio de factores genéticos y ambientales y estudio de asociacion bivariado: 178

individuos (86 longevos y 92 no longevos encuestados).

Frecuencia fenotipica de ABO y Rh: 178 individuos con determinaciones

hemoquimicas realizadas.

Frecuencia fenotipica para SOD2 9T/C: 80 individuos con estudio molecular

realizado.

Estudios de asociacién genética de los polimorfismos ABO y Rh: 166 individuos,

de ellos 74 longevos no emparentados (68 probandos y 6 parientes legales) y 92
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no longevos en igual condicion (56 familiares consanguineos y 36 parientes

legales) con las determinaciones de laboratorio realizadas.

Estudio de asociacion genética del polimorfismo SOD2 9T/C: 76 individuos, de

ellos 51 longevos no emparentados (50 probandos y un pariente legal) y 25 no

longevos en igual condicion (15 familiares consanguineos y 10 parientes legales) a

los cuales se le habian realizados los estudios moleculares.

Estudio de interaccion gen - ambiente:

- Para el polimorfismo ABO y Rh: 178 individuos encuestados con las
determinaciones hemoquimicas realizadas.

- Para el polimorfismo SOD2 9T/C: 80 individuos encuestados con estudio
molecular realizado.

4.2.2 Variables y su operacionalizacion

Se consideraron las siguientes variables favorecedoras de la longevidad:

Variables ambientales

Horas de suefio adecuadas: Cualitativa nominal dicotdbmica. Horas promedio que

se duerme durante un dia, considerandose suefio al estado fisiologico de

autorregulacién y reposo uniforme. Se considerd adecuado el dormir entre 7 y 8

horas diarias.**

No fumar: Cualitativa nominal dicotomica. Se consideré no fumador cuando no

consumié nunca o consumid en una Unica ocasion o estuvo expuesto al humo de

cigarrillo en un periodo menor de un mes.*#

No beber alcohol: Cualitativa nominal dicotbmica. Droga legal, que contienen

etanol entre las que se incluyen: ron, cerveza, vino y licor. Se consideré no

bebedor al individuo que no consumié nunca o consumié menos de dos copas

semanales.'??
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No beber café: Cualitativa nominal dicotomica. Bebida altamente estimulante por
su contenido de cafeina, una droga psicoactiva. Se considerd la ingestion de
menos de dos tazas al dia.'*®

Habito de realizar ejercicio fisico:  Cualitativa nominal dicotomica. Estilo de vida
cotidiano llevado a cabo por el individuo en el transcurso de su vida y que lo aleja
del sedentarismo. Se consideré el ejercicio fisico como practicar deporte, correr,
bailar y caminar, especificandose otros.*?*

Variables del dominio de salud

No padecer enfermedades croénicas: Cualitativa nominal dicotomica. Se
consideraron individuos que durante su etapa de adulto joven hasta adultez mayor
no padecieron enfermedades cronicas. Cada una se analiz6 independientemente.
IMC normopeso: Cualitativa nominal dicotomica. Se consideré en aquellos
individuos con IMC predominante durante su adultez entre 18,5 y 24,9 kg/m?2.%*
Variables genéticas

Madre longeva: Cualitativa nominal dicotomica. Madre con mas de 80 afios.
Padre longevo: Cualitativa nominal dicotomica. Padre con mas de 80 afios.

Sexo biolégico femenino:  Cualitativa nominal dicotémica. Se considero el sexo
biolégico segun fenotipo externo y sexo asignado.

Polimorfismo ABO:  Cualitativa nominal. Clasificacion de acuerdo a las
caracteristicas presentes en la superficie del glébulo rojo y el suero del individuo.
Se estudiaron los antigenos A, B y O. Se clasificaron de la forma habitual en: A, B,
AByO.’

Polimorfismo Rh: Cualitativa nominal dicotomica. Clasificacion de acuerdo a las
caracteristicas presentes en la superficie del glébulo rojo y el suero del individuo.
Se estudiaron los antigenos D y d. Se clasificaron de la forma habitual en: Rh*

(DD, y Dd) y Rh™ (dd).®
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Polimorfismo SOD2 9T/C: Cualitativa nominal dicotomica. Cada una de las dos
variantes del gen SOD2 ubicado en el cromosoma 6 (60g25.3) segun corrida
electroforética. Valores finales: alelo “T” o alelo “C”.%°

Genotipo SOD2 9T/C: Cualitativa nominal. Se defini6 como la combinacion dos a
dos de alelos SOD2 para el polimorfismo 9T/C caracteristico de cada individuo
segUn la corrida electroforética. Valores finales: “TT”, “TC” o “CC".%?

4.2.3 Método

4.2.3.1 Técnicas y procedimientos

Estudio del polimorfismo antigénico ABO y Rh

Los hematies presentes en la muestra se enfrentaron a anticuerpos monoclonales
murinos de especificidad conocida anti A, anti B y anti D. La aglutinacion o no de
los hematies frente a cada uno de los reactivos indico la presencia o ausencia del
grupo sanguineo especifico.’®® La muestra fue procesada antes de 48 horas en
condiciones de conservacién adecuada entre 2 y 8 °C.

Extraccion del ADN genémico

La extraccion de ADN en la muestra de sangre se realizé por el método de
precipitacion por sales descrito por Bunce.'?® Se realiz6 la precipitaciéon de
proteinas contaminantes con cloroformo y etanol mediante desnaturalizacion y
posterior separacion en fase organica, mientras que los acidos nucleicos
permanecieron en la fase acuosa. Con la adicibn de una mezcla de
cloroformo/alcohol isoamilico los solutos o residuos de extraccion precipitaron y
formaron un anillo en la interfase. A los &cidos nucleicos obtenidos de la fase
acuosa se le afiadié etanol absoluto lo que provoco la precipitacion del ADN.
Estudio del polimorfismo  SOD2 9T/C

El polimorfismo SOD2 9T/C fue tipificado mediante ensayo ARMS-PCR*® (sistema

de mutacion refractario a la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa,
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siglas en inglés). Los cebadores utilizados fueron sintetizados en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia y enviados al centro de investigacion
liofilizados. Previo al montaje de la técnica se reconstituyeron con agua libre de
DNAasa. Se utilizaron reactivos de la firma Fisher BioReagents® para la mezcla
de amplificacion que se realizé en Termociclador Multigene Mini Labnet para PCR.
La reaccion de amplificacion se desarroll6 en tubos de reaccién en un volumen de
25 uL que contenia 25 ng de ADN gendmico, 0,5 uM de cebador forward para c
(5'gcaggcagcetggcetccgac3d’) o t (5'gcaggcagcetggctccgat3’), 0,5 yM de cebador

reverse (5'acgcctcctggtacttctcc3’), 200 uM de cada desoxinucledtido, 1,5 unidades

de polimerasa Taq y Buffer 1X para polimerasa. Las condiciones de corrida fueron:
un minuto a 94°C, 21 ciclos a 94°C durante 25 segundos, 60°C durante 45
segundos, 72°C durante 30 segundos; 9 ciclos a 94°C durante 25 segundos, 55°C
durante un minuto y 72°C durante dos minutos.

Los genotipos se determinaron por migracion de los productos de amplificacion
(15 pL) en gel de agarosa al 2% con adicion de bromuro de etidio. La corrida se
realizd en camara de electroforesis horizontal (GIBCOBRL Life Technologies
compact L/XL biometra) con buffer 0,5X TBE, a 170 voltios y corriente constante
durante una hora. Los productos formados se visualizaron en Transluminador UV
(Digi-Doc) y se compararon con marcadores de peso molecular.

4.2.4 Metodologia

Para la evaluacion de variables cualitativas consideradas favorecedoras de la
longevidad se efectuaron comparaciones entre longevos y no longevos. Las
variables que resultaron significativas se incluyeron en el estudio de asociacion
bivariado que se realizé de la forma habitual descrita en la literatura,*?’ mediante

el analisis de los grupos de individuos longevos y no longevos.
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Para la verificacion del cumplimiento del equilibrio de Hardy Weinberg y poder
realizar los analisis de asociacion genética de los polimorfismos, en el caso del
sistema de grupo sanguineo ABO y Rh, se utilizaron estudios anteriores de la
caracterizacion genética de la poblacion de Villa Clara. Esto permitio disponer de
informacion sobre las frecuencias alélicas del fenotipo antigénico de una muestra
de 478 adultos jovenes supuestamente sanos donantes de sangre voluntarios. El
fenotipo ABO de esta muestra se determind con la misma técnica y las frecuencias
génicas fueron calculadas con igual metodologia. Como los fenotipos antigénicos
son marcadores geénicos estables, se consideré valida la utilizacion de esta
muestra control que constituyo la caracterizacion genética de la provincia central
del pais.*?®

Para el calculo de equilibrio de Hardy Weinberg en el polimorfismo SOD2 9T/C se
empled el método descrito para el célculo de las frecuencias génicas esperadas y
observadas en sistemas con relacion de codominancia entre lo alelos. Se evalud
el polimorfismo en 25 individuos que no provenian de las familias informativas
(parientes legales) por lo que se calculo el equilibrio de Hardy Weinberg en este
grupo. Como en Cuba no se dispone de estudios previos de este polimorfismo en
individuos con fenotipos especificos ni en controles, se tuvieron en cuenta los
datos de equilibrio poblacional para este polimorfismo que se reportan en la
literatura, en especifico un estudio realizado en Espafia por considerar que es una
poblacién con cercania genética a la poblacién analizada.*?

Las comparaciones entre las frecuencias fenotipicas obtenidas para los tres
polimorfismos estudiados y los estudios de asociacion genética se realizaron
mediante el analisis de los grupos de individuos longevos y no longevos. Se tuvo

en cuenta que aunque el 68,6 % de los familiares consanguineos estudiados eran

hermanos o hijos del longevos probando, existié un 31,4 % de otros tipos de
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parientes por lo que se realizaron modificaciones a los test clasicos de
desequilibrio de trasmisién y estudios de parejas de hermanos. Se hizo un analisis
de asociacion particular donde se excluyeron del grupo de individuos longevos
aquellos que eran parientes, de modo que fueron comparados longevos y no
longevos sin la interferencia del parentesco.

Para los estudios de asociacion de los polimorfismos a la longevidad se tuvo en
cuenta que el sistema ABO presenta un modelo de dominancia completa,
codominancia y alelos mdultiple y el polimorfismo Rh un modelo de dominancia
completa. En el polimorfismo SOD2 9T/C, al ser un polimorfismo de ADN, se
probaron los modelos dominante, recesivo y aditivo.

Para efectuar los estudios de interaccién genética - ambiental se consideraron los
alelos de los genotipos con posible efecto favorecedor derivados del estudio de los
tres polimorfismos y aquellos factores genéticos y ambientales que evidenciaron
diferencias en el estudio bivariado de asociacion. La interaccion se considero
relevante si el OR de la interaccion genoma - ambiente (ORga) observado fue
mayor que el esperado en el modelo aditivo o multiplicativo. El ORga esperado
bajo el modelo multiplicativo resultdé de la multiplicacion de ambos OR por
separado y bajo el modelo aditivo de la adicion de ambos OR.

4.2.4.1 Tratamiento estadistico

Para el analisis estadistico se emplearon los programas SPSS 20.0, EPI-INFO
version 7 e InfoStat version 1.1 con niveles de significacion de 95 %.

Las comparaciones de variables entre grupos de longevos y no longevos se
realizaron mediante prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. La evaluacién del
equilibrio de Hardy-Weinberg se realizd de la forma descrita en el acapite

correspondiente. Para los andlisis de asociacion se procedié a la confeccion de

tablas de contingencia 2x2. Se evalud la asociacion mediante prueba de Ji
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cuadrado de Mantel-Haenszel y V de Cramer como medida de magnitud de
asociacion. Se calcul el OR e intervalo de confianza al 95 %.

4.3 Resultados

4.3.1 Estudio de factores genéticos y ambientales e  n el fenotipo longevo

Las comparaciones de las variables cualitativas consideradas como favorecedoras
de la longevidad entre longevos y no longevos fueron significativas para el no
fumar, no beber alcohol, el IMC normopeso, no padecer enfermedades
respiratorias, la longevidad de la madre y sexo biologico femenino (anexo 14)
4.3.2 Andlisis bivariado de factores genéticos y am  bientales favorecedores

En la tabla 16 se muestran los resultados del andlisis bivariado de factores
ambientales favorecedores de la longevidad. El no padecer de enfermedades
respiratorias OR = 4,553 (1,250-16,583) y no beber alcohol OR = 3,672 (1,291-
10,445) fueron los que alcanzaron las razones de ventajas mas elevadas. La
asociacion mas fuerte fue con la longevidad de la madre (V Cramer = 0,234)

Tabla 16. Factores favorecedores en el andlisis bivariado segun la condicién de

longevo y no longevo. Santa Clara 2016-2021

Longevos (86) / no longevos (92)
Factores favorecedores

N X2 p OR (IC 95 %) V Cramer
No fumar 65/52 4,420 0,036 1,990 (1,043-3,796) 0,158
No alcohol 81/69 6,581 0,010 3,672 (1,291-10,445) 0,192
No enfermedad respiratoria 83/74 6,154 0,013 4,553 (1,250-16,583) 0,186
Longevidad de la madre 4714 6,159 0,013 2,758 (1,224-6,215) 0,234
Sexo bioldgico femenino 64/47 6,272 0,012 2,238 (1,185-4,227) 0,188
IMC normopeso 57/45 5479 0,020 2,053 (1,120-3,762) 0,175

p: Significacion Prueba Ji cuadrado de Mantel-Haenszel
Fuente: Resultados de investigacion
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4.3.3 Comparacion de los fenotipos definidos para |  os tres polimorfismos
estudiados

La comparacion de los fenotipos definidos entre los grupos de longevos y no
longevos para los cuatro fenotipos clasicos del polimorfismo ABO, los dos
fenotipos del polimorfismo Rh y los tres fenotipos del polimorfismo SOD2 9T/C
(anexo 15) mostré que en los longevos hubo una proporcion significativamente
menor de individuos del grupo O y una proporcién significativamente mayor del
grupo A. No se observaron diferencias significativas para los demas fenotipos
analizados.

4.3.4 Estudio de asociacién del polimorfismo ABO y Rh a la longevidad

En la tabla 17 se presentan los resultados de los estudios de asociacidén genética
del polimorfismo ABO y Rh a la longevidad. En el caso del polimorfismo ABO solo
se muestran las asociaciones que resultaron significativas. Las pruebas de
hipotesis de que el alelo A con efecto dominante o recesivo se asocia a la
longevidad resultaron estadisticamente significativas, con valores de OR
superiores a uno. Los alelos D y d del polimorfismo Rh no mostraron asociacion

significativa.
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Tabla 17. Modelos de asociacion estudiados para el polimorfismo ABO y Rh.

Santa Clara 2016-2021

2
Modelos de asociacion Genotipos (%) OR (IC 95%) X
Valor p
Modelo de Dominancia Analisis de asociacién alelos ABO
A+AB B+O A+AB vs B+O
Longevos 32(43,24) 42 (56,76)
2,159 (1,122 — 4,153) 5,367 0,021
No longevos 24 (26,09) 68 (73,91)
Modelo Recesivo
A B+AB+O Avs B+AB+0O
Longevos 29 (39,19) 45 (60,81)
2,051 (1,051 -4,002) 4,469 0,034
No longevos 22 (23,91) 70 (76,09)
Modelo de Dominancia
0 A+B+AB O vs A+B+AB
Longevos 35 (47,29) 39 (52,70)
0,479 (0,256 — 0,895) 5348 0,021
No longevos 60 (65,22) 32 (34,78)
Modelo de Dominancia Analisis de asociacion alelos Rh
DD+Dd dd DD+Dd vs dd
Longevos 65(87,84) 9(12,16)
0,783 (0,294-2,085) 0239 0,625
No longevos 83(90,22) 9(9,78)
Modelo Recesivo
dd DD+Dd dd vs DD+Dd
Longevos 9(12,16) 65(87,84)
1,277 (0,479-3,400) 0239 0,625
No longevos 9(9,78) 83(90,22)

A, B, AB, O: Genotipos del polimorfismo ABO. DD, Dd y dd: Genotipos del polimorfismo Rh. p: Significacion Prueba Ji

cuadrado de Mantel-Haenszel

Fuente: Resultados de investigacion

4.3.5 Estudio de asociacion del polimorfismo

SOD2 9T/C a la longevidad

En la tabla 18 se presentan los resultados de los estudios de asociacion del

polimorfismo SOD2 9T/C a la longevidad. El andlisis de la asociacion del alelo T a

la longevidad no mostro significacion estadistica. EI modelo dominante y el modelo

aditivo mostraron OR superior a la unidad sin alcanzar diferencias significativas.

Para la asociacion al alelo C el OR en el modelo dominante fue superior a la

unidad sin significacion estadistica.
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Tabla 18. Modelos de asociacién estudiados para el polimorfismo SOD2 9T/C.

Santa Clara 2016-2021

2
Modelos de asociacion Genotipos (%) OR (IC 95%) V;(Ior S
Modelo de Dominancia Andlisis de asociacion alelo T
CT+TT cC CT+TTvsCC
Longevos 34 (66,67) 17 (33,33)
1,846 (0,695-4,904) 1,509 0,219
No longevos 13 (52,00) 12 (48,00)
Modelo Recesivo
1T CT+CC TTvsCT+CC
Longevos 10 (19,62) 41(80,39)
0,976 (0,294 - 3,237) 0,002 0,968
No longevos 5(20,00) 20 (80,00)
Modelo Aditivo
T Noalelo T TvsNoalelo T
Longevos a1 8 (56.86) 1349 (0,6712710) 0703 0402
No longevos 18 (36,00) 32 (64,00) ’ ' ’ ’ ’
Modelo de Dominancia Analisis de asociacién alelo C
CC+CT T CC+CTvs TT
Longevos 41(80.39) 10(19.62) 1025 (0,309-3401) 0002 0968
No longevos 20 (80,00) 5 (20,00) ’ ’ ’ ’ ’
Modelo Recesivo
cC CT+TT CCvsCT+TT
Longevos 17 (33,33) 34 (66,67)
0,542 (0,204-1,439) 1,509 0,219
No longevos 12 (48,00) 13 (52,00)
Modelo Aditivo
C No alelo C CvsNoaleloC
Longevos 58 (56,86) 44 (43,14)
0,741 (0,369-1,490) 0,703 0,402
No longevos 32 (64,00) 18 (36,00)

CC, TT y CT: Genotipos del polimorfismo SOD2 9T/C. p: Significacién Prueba de Ji cuadrado de Mantel-Haenszel
Fuente: Resultados de investigacion

4.3.6 Interaccion entre factores genéticos y ambien

tales

En la tabla 19 se muestran las interacciones del alelo A del sistema de grupo

sanguineo ABO con factores favorecedores de la longevidad. Las interacciones

del alelo A con no fumar, no beber alcohol, no padecer de enfermedades

respiratorias, tener madre longeva, sexo biologico femenino y tener IMC

normopeso fueron estadisticamente significativas
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Tabla 19. Interaccion del alelo A con factores favorecedores de la longevidad.

Santa Clara 2016-2021

Alelo A + Factor favorecedor

X2
A+ No fumar OR (IC 95%) p
- Valor
Si (%) No (%)
Longevos 27 (31,39) 59 (68,60)
4,220 (1,849-9,629) 12,796 0,001
No longevos 9(9,78) 83(90,22)
A+ No beber alcohol
Si (%) No (%)
Longevos 34 (39,53) 52 (60,46)
2,688 (1,372-5,266) 8,524 0,003
No longevos 17 (18,48) 74 (80,43)
A+ No enfermedad Respiratoria
Si (%) No (%)
Longevos 34 (39,53) 52 (60,46)
2,211 (1,153-4,239) 5,779 0,016
No longevos 21(22.83) 71(77,17)
A+ Madre longeva
Si (%) No (%)
Longevos 22 (25,58) 64 (74,42)
7,562 (2,485-23,016) 15,977 0,001
No longevos 4 (4,35) 88 (95,65)
A + Sexo biolégico femenino
Si (%) No (%)
Longevos 27 (31,39) 59 (68,60)
3,051 (1,429-6,515) 8,700 0,003
No longevos 12 (13,04) 80 (86,96)
A + IMC normopeso
Si (%) No (%)
Longevos 26 (30,23) 60 (69,77)
2,157(1,03 0-4,514) 4,239 0,039
No longevos 14 (15,22) 78 (84,78)

A: Alelo A del polimorfismo ABO, IMC: Indice de masa corporal, p: Significacion Prueba Ji cuadrado de Mantel-Haenszel

Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 20 se muestran las interacciones del alelo D del sistema de grupo

sanguineo Rh con factores ambientales favorecedores de la longevidad. La

interaccion del alelo D con tener madre longeva y sexo biolégico femenino resultd

estadisticamente significativa.
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Tabla 20. Interaccion del alelo D con factores favorecedores de la longevidad.

Santa Clara 2016-2021

Alelo D + Factor favorecedor

X2
D + No fumar OR (IC 95%) p
) Valor
Si (%) No (%)
Longevos 59 (68,60) 27 (31,39)
1,538 (0,830-2,848) 1,872 0,171
No longevos 54 (58,69) 38 (41,30)
D + No beber alcohol
Si (%) No (%)
Longevos 72 (83,72) 14 (16,28)
1,919 (0,921-3,998) 3,066 0,079
No longevos 67 (72,83) 25 (27,17)
D + No enfermedad Respiratoria
Si (%) No (%)
Longevos 74 (86,05) 12 (13,95)
1,938 (0,892-4,209) 2,837 0,092
No longevos 70 (76,09) 22 (23,91)
D + Madre longeva
Si (%) No (%)
Longevos 40 (46,51) 46 (53,49)
6,403 (2,997-13,679) 25,817 0,001
No longevos 11 (11,96) 81(88,04)
D + Sexo biolégico femenino
Si (%) No (%)
Longevos 62 (72,09) 24 (27,91)
2,473 (1,325-4,615) 8,216 0,004
No longevos 47 (51,09) 45 (48,91)
D + IMC normopeso
Si (%) No (%)
Longevos 51 (59,30) 35 (40,69)
1,504 (0,833-2,716) 1,826 0,177
No longevos 49 (53,26) 43 (46,74)

D: Alelo D del polimorfismo Rh, IMC: Indice de masa corporal, p: Significacién Prueba Ji cuadrado de Mantel-Haenszel

Fuente: Resultados de investigacion

Las interacciones del alelo d del polimorfismo Rh con factores favorecedores de la

longevidad no mostraron diferencias estadisticas significativas (Anexo 16).

En la tabla 21 se muestran las interacciones significativas del alelo T y C del

polimorfismo SOD2 9T/C con factores ambientales favorecedores de la

longevidad. El alelo T interactio significativamente con no fumar, tener madre

longeva y tener IMC normopeso. En el caso del alelo C las interacciones

significativas fueron con no fumar, no beber alcohol, tener madre longeva y tener

IMC normopeso.

84



Capitulo 4

Tabla 21. Interacciones significativas del alelo T y C del polimorfismo SOD2 9T/C

con factores favorecedores de la longevidad. Santa Clara 2016-2021

Alelo T + Factor favorecedor

X2
T+ No fumar OR (IC 95%) Val p
Si (%) No (%) aor
Longevos 26 (50,98) 25 (49,02)
3,293 (1,130-9,597) 4,944 0.026
No longevos 6 (24,00) 19 (76,00)
T+ Madre longeva
Si (%) No (%)
Longevos 23 (45,09) 28 (54,90)
6,024 (1,599-22,695) 8,058 0.004
No longevos 3(12,00) 22 (88,00)
T + IMC normopeso
Si (%) No (%)
Longevos 31(60,78) 20 (39,22)
3,034 (0,984-9,355) 3,869 0.049
No longevos 8 (32,00) 17(68,00)
Alelo C + Factor favorecedor
C+ No fumar
Si (%) No (%)
Longevos 34 (66,67) 17 (33,33)
4,250 (1,529-11,814) 8,048 0,004
No longevos 8 (32,00) 17 (68,00)
C+ No beber alcohol
Si (%) No (%)
Longevos 44 (86,27) 47 92,16)
0,296 (0,108-0,808) 5,989 0,014
No longevos 19 (76,00) 6 (24,00)
C+ Madre longeva
Si (%) No (%)
Longevos 24 (47,06) 27 (52,94)
4,667 (1,402-15,531) 6,863 0,009
No longevos 4(16,00) 21 (48,00)
C + IMC normopeso
Si (%) No (%)
Longevos 31(60,78) 20 (39,22) 3.294 (1,198-9,053) 5,491 0.019
No longevos 8(32,00) 17 (68,00 ’

T: Alelo T del polimorfismo SOD2 9T/C, IMC: Indice de masa corporal, p: Significacién Prueba Ji cuadrado de Mantel-Haenszel
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 22 se muestra los valores de OR observados y esperados para la

interaccion del alelo A con factores ambientales favorecedores de la longevidad

que resultaron significativos en el andlisis bivariado, segun hipotesis que suponen

adicion o multiplicacion de las razones de ventaja. Para la interaccion del alelo A

con tener madre longeva el OR observado super¢ al esperado segun la hipotesis

85



Capitulo 4

del modelo aditivo y el multiplicativo. La interaccion del alelo A con no fumar
mostr6 un OR observado superior al esperado segun modelo aditivo. Las
interacciones con sexo biolégico femenino y tener IMC normopeso, aunque no
alcanzo lo esperado segun efecto aditivo o multiplicativo, el OR observado supero
al menos el de uno de los dos factores cuando acttan individualmente.

Tabla 22. Frecuencias observadas y esperadas segun modelo aditivo o
multiplicativo para la interaccion del alelo A con factores favorecedores de la

longevidad. Santa Clara 2016-2021

Factor favorecedor OR OR OR OR aditivo OR multiplicativo
factor favorecedor  Alelo A observado esperado esperado
No fumar 1,990 4,220 4,149 4,296
No beber alcohol 3,672 2,688 5,831 7,928
No enfermedad respiratoria 4,553 2,211 6,712 9,289
Madre longeva 2,758 2159 7,562 4913 5,954
Sexo biolégico femenino 2,238 3,051 4,397 4,832
IMC normopeso 2,053 2,157 4,212 4432

OR: Razén de productos cruzados, A: Alelo A del polimorfismo ABO
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 23 se muestran los valores de OR observados y esperados para la
interaccion del alelo D del polimorfismo Rh con factores favorecedores de la
longevidad que resultaron significativas en el andlisis bivariado, segun hipotesis
gue suponen adicién o multiplicacién de las razones de ventaja. La interacciéon del
alelo D con tener madre longeva tuvo un OR que super6 el esperado segun la
hipotesis para modelos aditivo y multiplicativo. Aunque los OR esperados de las
interacciones fueron superiores al efecto individual del alelo D sobre la longevidad,
solo la interaccion de este alelo con tener madre longeva y sexo bioldgico

femenino superaron el efecto individual de los factores favorecedores analizados.
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Tabla 23. Frecuencias observadas y esperadas segun modelo aditivo o
multiplicativo para la interaccion del alelo D del polimorfismo Rh con factores

favorecedores de la longevidad. Santa Clara 2016-2021

Factor favorecedor OR OR OR OR aditvo ~ OR multiplicativo
factor favorecedor  AleloD  observado esperado esperado
No fumar 1,990 1,538 2,773 1,558
No beber alcohol 3,672 1,919 4,455 2,875
No enfermedad respiratoria 4,553 1,938 5,336 3,565
Madre longeva 2,758 0.783 6,403 3,541 2,159
Sexo biologico femenino 2,238 2473 3,021 1,752
IMC normopeso 2,053 1,504 2,836 1,607

OR: Razén de productos cruzados, D: Alelo D del polimorfismo Rh
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 24 se muestran los valores de OR observados y esperados para la
interaccion del alelo d del polimorfismo Rh con factores favorecedores de la
longevidad que resultaron significativas en el andlisis bivariado, segun hipotesis
gue suponen adicion o multiplicacién de las razones de ventaja. Las interacciones
del alelo d con no fumar y con tener IMC normopeso mostraron un OR superior al
esperado segun hipétesis para modelo aditivo y multiplicativo. El resto de las
interacciones, excepto la interaccion de d con tener madre longeva, no superaron
el OR individual de ambos factores.

Tabla 24. Frecuencias observadas y esperadas segun modelo aditivo o
multiplicativo para la interaccion del alelo d del polimorfismo Rh con factores

favorecedores de la longevidad. Santa Clara 2016-2021

SR OR OR OR ORadiivo  OR multiplicativo
factor favorecedor ~ Alelod  observado esperado esperado
No fumar 1,990 3,375 3,267 2,541
No beber alcohol 3,672 1,227 4,949 4,689
No enfermedad respiratoria 4,553 977 1,078 5,830 5,814
Madre longeva 2,758 2,629 4,035 3,522
Sexo biologico femenino 2,238 0,414 3,515 2,858
IMC normopeso 2,053 3,468 3,330 2,622

OR: Razén de productos cruzados, d: Alelo d del polimorfismo Rh
Fuente: Resultados de investigacion
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En la tabla 25 se muestran los valores de frecuencias observadas y esperadas
para la interaccion del alelo T del polimorfismo SOD2 9T/C con factores
favorecedores de la longevidad que resultaron significativos en el andlisis
bivariado, segun hipétesis que suponen adicion o multiplicacion de la razon de
ventajas. La interaccion del alelo T con tener madre longeva tuvo una razén de
ventajas observada que superd el esperado segun la hipotesis para modelos
aditivos o multiplicativos. A excepcion de la interaccion del alelo T con no beber
alcohol y no padecer de enfermedades respiratorias, el resto de las interacciones
mostraron un OR superior al OR individual de cada factor.

Tabla 25. Frecuencias observadas y esperadas segun modelo aditivo o
multiplicativo para la interaccion del alelo T con factores favorecedores de la

longevidad. Santa Clara 2016-2021

S — OR OR OR OR aditivo OR multiplicativo
factor favorecedor Alelo T observado esperado esperado
No fumar 1,990 3,293 3,836 3,674
No beber alcohol 3,672 1,973 5,518 6,778
No enfermedad respiratoria 4,553 1 846 1,222 6,399 8,405
Madre longeva 2,758 6,024 4,604 5,091
Sexo biolégico femenino 2,238 2472 4,084 4131
IMC normopeso 2,053 3,034 3,899 3,789

OR: Razén de productos cruzados, T: Aleo T del polimorfismo SOD2 9T/C
Fuente: Resultados de investigacion

En la tabla 26 se muestran los valores de frecuencias observadas y esperadas
para la interaccion del alelo C del polimorfismo SOD2 9T/C con factores
favorecedores de la longevidad que resultaron significativos en el andlisis
bivariado, segun hipoétesis que suponen adicion o multiplicacion de la razén de
ventajas. Las interacciones del alelo C con no fumar, tener madre longeva e IMC
normopeso tuvieron una razén de ventajas observada que supero el esperado
segun la hipétesis para modelos aditivos o multiplicativos.
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Tabla 26. Frecuencias observadas y esperadas segun modelo aditivo o
multiplicativo para la interaccion del alelo C con factores favorecedores de la

longevidad. Santa Clara 2016-2021

OR
OR OR OR OR aditivo o
Factor favorecedor multiplicativo
factor favorecedor AleloC  observado  esperado
esperado
No fumar 1,990 4,250 3,015 2,039
No beber alcohol 3,672 0,296 4,697 3,764
No enfermedad respiratoria 4,553 1 005 1,697 5,578 4,667
Madre longeva 2,758 ' 4,667 3,783 2,827
Sexo biologico femenino 2,238 1,849 3,263 2,294
IMC normopeso 2,053 3,294 3,078 2,104

OR: Razén de productos cruzados, C: Aleo C del polimorfismo SOD2 9T/C
Fuente: Resultados de investigacion

4.4 Discusion

4.4.1 Factores genéticos y ambientales favorecedores del fenotipo longevo

Los factores genéticos y ambientales pueden tener un impacto significativo en la
salud y en la longevidad humana. En la actualidad, las enfermedades crénicas del
adulto mayor han sido asociadas con factores ambientales como la dieta y estilo
de vida. 3913

Los resultados obtenidos del analisis de factores favorecedores de la longevidad
en el presente estudio coinciden con reportes encontrados en la literatura
consultada.***3* Es asi que el habito de fumar, como factor de riesgo, ha sido
significativamente asociado con la imposibilidad de alcanzar la longevidad.
Estudios realizados demuestran que esta asociacion es mas fuerte en hombres
gue en mujeres, lo que se explica por las caracteristicas diferentes que tiene este
habito entre ambos sexo0s.'*"* Los resultados muestran que un fumador siempre
tendrd& menos probabilidades de alcanzar los 90 afios de edad,

independientemente del sexo.*3#13°
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Por su parte, los beneficios y riesgos del consumo de alcohol y vino se han
estudiado por largo tiempo.****** Aunque la presente investigacién apunta al no
habito de beber alcohol como un factor favorecedor de la longevidad, existen
varios estudios epidemioldgicos y clinicos que atribuyen al vino efectos positivos
sobre la salud y la prevencion de enfermedades.**!3* Se plantea que un consumo
moderado de alcohol, especialmente vino, proporciona beneficios a la salud.
Aunque, un estudio realizado en siete paises, durante un periodo de 15 afios, que
incluyé hombres saludables con edades entre 40 y 59 afios, constaté que otros
factores tales como: la edad, el habito de fumar, los valores de colesterol, la
presion arterial y el IMC, entre otros, pueden jugar un papel importante en estos
resultados, por lo que los mismos deben considerarse con precaucion.** A pesar
de los beneficios atribuidos al consumo de alcohol, este habito ha sido
considerado en detrimento de la salud en general.**"**

Las enfermedades respiratorias como el asma en adultos mayores (comunmente
clasificados como personas de 65 afios 0 mas) son relativamente frecuentes y no
se diagnostican correctamente, lo que trae consigo que su tratamiento no sea
optimo. En el caso particular del asma, esto constituye un problema de salud
importante a nivel mundial debido a que las tasas de morbilidad y mortalidad para
esta enfermedad son mas altas en este grupo de edad.**°

Las alteraciones en las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas que ocurren
en el envejecimiento contribuyen a las diferencias fisiopatologicas y los desafios
subsiguientes del tratamiento. Hay factores unicos que pueden complicar el control
del asma entre los adultos mayores, entre los que se encuentran las

comorbilidades. Las terapias farmacologicas a menudo no son tan efectivas como

en las poblaciones mas jévenes y pueden tener mayores efectos secundarios.**
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Varios estudios que analizan la longevidad de padres e hijos se enfocan en la
edad de los padres en el momento de la concepcién. Estos describen una menor
probabilidad de los hijos de alcanzar la longevidad si son concebidos por padres
de edad avanzada en un efecto descrito como efecto Lansing.***'* Por otra parte,
analisis de gerontologia dirigidos a la descendencia de individuos longevos, en
particular de centenarios, plantean que esta muestra un perfil cardiovascular e
inmunolégico como el de sus padres y en general, un estado de salud que
favorece la longevidad.'**%

En cuanto a la influencia del sexo sobre la longevidad, la literatura indica que la
asociacion de determinadas variantes genéticas con la longevidad difiere
significativamente entre hombres y mujeres.**®**” Un estudio reciente que analiza
la edad de los padres al momento de la muerte como una variable de salida, indica
gue genes diferentes podrian estar asociados a la longevidad en hombres y
mujeres.**® Sin embargo, estas diferencias en cuanto al sexo han sido obviadas en
estudios GWAS sobre longevidad. Datos clinicos demuestran que hombres y
mujeres difieren en su respuesta innata, humoral y mediada por células, a la
infeccidn por virus y bacterias. Se conoce que la longevidad esta asociada con
diferencias sexo especificas en el sistema inmune, y que existe un declinar
progresivo en la inmunidad y la respuesta inflamatoria desregulada en hombres.**®
Otro factor favorecedor de la longevidad que resulté del presente estudio fue el
IMC normopeso. Este resultado concuerda con estudios que analizan la
asociacion entre el IMC y la probabilidad de alcanzar los 90 afios, en los cuales se
plantea que esta asociacién difiere en cuanto al sexo.***°

Se ha informado que la obesidad y sus comorbilidades disminuyen la longevidad y

aceleran el envejecimiento.’* Investigaciones recientes asocian la obesidad con
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una menor esperanza de vida. Los hombres con peso normal vivian en promedio
unos seis afios mas que los hombres con obesidad mérbida, mientras que las
mujeres con obesidad morbida tendian a vivir dos aflos menos que las mujeres
con peso normal.*****! De igual forma, existe una relacién entre las enfermedades
asociadas a la obesidad y la mortalidad o afios de vida perdidos. Se estima que
las enfermedades relacionadas con la obesidad disminuyen la esperanza de vida
entre 0,2 y 11,7 afios segun la edad, el IMC, el género y el origen étnico.***

4.4.2 Fenotipos definidos para los tres polimorfism os estudiados

Respecto a las frecuencias fenotipicas del sistema ABO en lo longevos los
resultados avalan la importancia del estudio de este sistema y su asociacion con la
longevidad.™? La frecuencia del alelo A fue mayor en individuos longevo que en
los no longevos. Este resultado concuerda con estudios similares reportados en la
literatura consultada.>’**? El grupo sanguineo O fue menos frecuente en longevos.
Estudios poblacionales demuestran que la frecuencia de los alelos ABO varian
ampliamente entre grupos étnicos.”” De la totalidad de individuos estudiados el
89% fue Rh". Esta prevalencia esta acorde a lo reportado en la literatura donde se
plantea que puede tener valores desde un 86% a un 91%.'** Ninguna de las
diferencias encontradas al comparar las proporciones de los diferentes fenotipos
estudiados para el polimorfismo Rh y SOD2 9T/C mostraron significacion
estadistica.

4.4.3 Asociacion del polimorfismo ABOy Rhalalon  gevidad

La contribucion de las diferencias genéticas especificas del sistema ABO y Rh a la
longevidad es dificil de determinar. Estudios GWAS muestran evidencias de que
los centenarios portan polimorfismos que los protegen de enfermedades. Aunque

los supervivientes prolongados pueden mostrar numerosas variantes de
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enfermedades a un ritmo similar a las personas no longevas, estos se encuentran
mas protegidos de sus efectos.>’

La asociacion de los alelos ABO a la longevidad se ha estudiado de forma
indirecta por algunos autores mediante la blasqueda de asociacion a
enfermedades que podrian explicar la relacién con la longevidad;****>> Existen
numerosos resultados, algunos de ellos contradictorios, que evidencian la
asociacion a enfermedades cardiovasculares, trombdticas, cancer, infecciones,
preeclamsia y enfermedades neurodegenerativas entre otras.”****’ Los hallazgos
de que algunos alelos ABO son mas proclives a las enfermedades respiratorias
agudas podria explicar que en ancianos exista una respuesta inmune defensiva
diferencial a ellas, las que resultan muy graves en los adultos mayores. El riesgo
de cancer varia en personas con diferente tipo sanguineo ABO, con elevado
riesgo de cancer de estdbmago asociado con tipo A y cancer pancreatico asociado
con tipos no O (A, B, y AB).>%°91%8

Los estudios de asociacion para encontrar explicaciones a mecanismos de
seleccion natural se han centrado en las enfermedades infecciosas ya que los
cambios en la respuesta inmune del organismo, por diferente susceptibilidad a
estas, pueden causar mortalidad diferencial en nifios y adolescentes.®**° Parece
existir asociacion de los alelos ABO con enfermedades y por tanto a la longevidad
diferencial. Esto no necesariamente debe llevar al hallazgo de una diferencia en la
frecuencia alélica en la subpoblacién conformada por estos individuos, toda vez
que son procesos que se verifican después de la etapa reproductiva.'®*

En la presente investigacion al explorar una posible asociacién genética de alelos
ABO como favorecedores de la longevidad, tanto en el modelo dominante como

en el recesivo de tipo favorecedor, el alelo A estuvo significativamente asociado a
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la longevidad. Este resultado concuerda con lo reportado por Murray en un estudio

realizado en Reino Unido,®?

aungue reportes de investigaciones posteriores,
llevadas a cabo en Turquia, Japon, ltalia y Estados Unidos, han mostrado
resultados inconsistentes.’®® Esta inconsistencia podria deberse a que muchos
estudios de polimorfismos Unicos o aislados suelen no replicarse en otras
poblaciones, por o que no pueden ser considerados como universales. Entre los
diferentes factores que podrian estar propiciando este hecho se encuentran la
estratificacion étnica, fendbmenos como el desequilibrio de ligamiento y factores
selectivos en determinadas poblaciones.

También influye el hecho de que muchos estudios son realizados en poblacidon
abierta en los cuales la variabilidad del fenotipo longevo puede estar influenciada
en mayor medida por factores ambientales. En el caso de los estudios con disefio
de estrategia familiar, donde se analizan familias informativas para longevidad, la
probabilidad de encontrar asociacion es mayor dado el mayor aporte del
componente genético a la variabilidad fenotipica.

4.4.4 Asociacion del polimorfismo  SOD2 9T/C en la longevidad

Al analizar los modelos de asociacion genética para el polimorfismo SOD2 9T/C,
donde se supuso un efecto favorecedor para el alelo T o alelo C, no se evidencio
una posible asociacion significativa de estos alelos con la longevidad. Los
resultados de investigaciones sobre la asociacion de este polimorfismo a la
longevidad o enfermedades crénicas son contradictorios. Recientes estudios
GWAS asocian los alelos de este polimorfismo a un mayor riesgo de padecer
enfermedad arterial coronaria sin embargo, investigaciones realizadas en

poblacién irani no encuentran asociacién.*®®
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Un estudio longitudinal de la Cohorte danesa de 1905 identifico un polimorfismo de
nucledtido simple en el gen SOD2 como asociado a la variacion en la duracion de
la vida. Los individuos que portaban el alelo C mostraban una mortalidad reducida
en comparacién con individuos que no tenian este alelo.'® Sin embargo, un
estudio de casos y controles entre centenarios alemanes que incluyé 19
polimorfismos, dos de ellos de SOD2, no encontré asociacion significativa con la
longevidad.*®

Estos hallazgos inconsistentes pueden atribuirse a diferencias en el disefio del
estudio, los rangos de edad de las poblaciones analizadas y los efectos
especificos de la poblacion. Dado que las variantes genéticas pueden ejercer
efectos de pequefios a moderados sobre la longevidad humana, se necesitan
investigaciones prospectivas adicionales con muestras de mayor tamafio para
dilucidar el papel de la variacion genética de este polimorfismo en la longevidad
humana.*®®

Estudio realizados en ancianos del grupo étnico Ashkenazi evidencio una posible
asociacion entre el polimorfismo SOD2 9T/C vy la longevidad. Los individuos que
eran homocigoticos para los alelos T mostraron un riesgo incrementado a padecer
cancer pulmonar de células no pequefias.’®” El alelo T también resulté ser un
factor predisponente a polineuropatia diabética en poblacion rusa y egipcia con
diabetes mellitus tipo 1.

La homocigosis para este alelo también se asocio con la cardiomiopatia dilatada
idiopatica familiar entre individuos japoneses.'®® Estas asociaciones fueron
explicadas debido a la disminucion de la eficiencia en el transporte de la proteina

SOD2 al interior de la mitocondria.*®1%°
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Por otra parte, ambos alelos de este polimorfismo han sido asociados con un

riesgo incrementado de padecer cancer de mama,*’*"

particularmente el alelo C
con el mayor riesgo de padecer artritis psoridsica en la poblacién taiwanesa.'’
Como es comun en estos estudios de asociacion, muchos no han sido
confirmados en poblaciones independientes. Por esta razon los estudios de
ligamiento son de mucho interés.'”**"> Un ejemplo particularmente convincente es
un reporte de escaneo gendémico de marcadores donde el ligamiento fue descrito
en el cromosoma 6g24 y 21g21.*"

4.4.5 Interaccion entre factores genéticos y ambien  tales

Se plantea que la interaccion entre factores genéticos y ambientales o ambientales
entre si podria tener diferentes mecanismos de accion. Al respecto existen diferentes
hipétesis, una de las cuales plantea que la accion de los factores se produce de
manera que cada componente actlia de forma aditiva sobre la presencia del fenotipo
final y otras que plantean que los factores multiplican sus efectos sobre la aparicion
del fenotipo final. Asi algunos de los OR conjuntos encontrados en este estudio
sobrepasan los OR individuales por la adicion de sus OR y otros sobrepasan los OR
esperados si se multiplican los efectos individuales.*”"*"®

Los resultados obtenidos mostraron la complejidad de la interaccion entre los
factores genéticos — ambientales y como el efecto conjunto en ocasiones no es la
adicion o multiplicacion de los efectos individuales de cada factor. EI modelo
aditivo y multiplicativo son modelos de interaccibn que asumen un aporte
proporcional de cada factor al fenotipo final que se obtiene, pero en ocasiones el

efecto conjunto no supera el efecto individual de ambos factores o de al menos

uno de ellos, como también se observo en la presente investigacion.
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En la interaccion del alelo A, salvo en el no beber alcohol y no padecer de
enfermedades respiratorias, la accion conjunta de ambos factores confirié un
efecto favorecedor de la longevidad mayor que el efecto individual de cada uno de
ellos. La interaccion con no fumar supero el efecto aditivo esperado y estuvo muy
cercano al efecto multiplicativo de ambos factores. En el caso de tener madre
longeva y ademas tener grupo sanguineo A, el efecto favorecedor sobre la
longevidad superé tanto la suma como la multiplicacion del efecto de ambos
factores individuales. Estos resultados mostraron la potenciacién del efecto de los
factores predisponentes a la longevidad cuando estan presentes a la vez en un
mismo individuo.

El hecho de tener madre longeva y alelo D o no fumar y tener IMC normopeso,
ambos con el alelo d, resultaron interacciones relevantes cuando se analizaron los
factores favorecedores con los alelos del polimorfismo Rh. Esto mostré efecto
potenciador para ambos modelos o al menos para uno de ellos. En el resto de las
interacciones el efecto conjunto no super¢ el efecto individual de ambos factores o
al menos de uno de ellos.

En el andlisis de interaccion de los alelos del polimorfismo SOD2 9T/C con
factores favorecedores de la longevidad, se observo que el hecho de tener madre
longeva y alelo T o C presentdé un OR de interaccion superior al esperado
mediante modelo aditivo y multiplicativo. Este mismo resultado se obtuvo para las
interacciones del no fumar y tener IMC normopeso con el alelo C del polimorfismo.
La interaccion del alelo T con no fumar y con sexo biolégico femenino fue superior
al individual de cada factor a pesar de no superar lo esperado por los modelos de
interaccion analizados. En las demas interacciones el efecto de ambos factores en

conjunto no super6 al individual de ambos factores o al menos uno de ellos. Este
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hecho constituye una evidencia de la complejidad de las interacciones de los

poligenes y su aporte a la conformacién de un fenotipo.*”*&°

4.5 Conclusiones parciales del capitulo

1. Los factores genéticos y ambientales que de manera consistente se asocian a
la longevidad ponen de manifiesto su efecto favorecedor en la determinacion
del fenotipo longevo.

2. La posible asociacion del alelo A del polimorfismo ABO a la longevidad avala la
importancia del estudio de este sistema antigénico y su relacién con los
mecanismos que propician la duracion de la vida.

3. Las interacciones gen-ambiente entre los alelos de los polimorfismos y las

variables favorecedoras reflejan la contribucion del componente genético y

ambiental para alcanzar el fenotipo longevo.
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CONCLUSIONES

1. La agregacion familiar y la heredabilidad de moderada a alta en las cohortes del
fenotipo longevo y endofenotipos reflejan la importancia del componente
genético en las familias informativas estudiadas.

2. Las diferencias en los indicadores bioquimicos de estrés oxidativo que se
identifican en los individuos con fenotipo longevo y endofenotipos, ponen de
manifiesto la existencia de mecanismos antioxidantes que les permiten
compensar el efecto dafino provocado por las especies reactivas del oxigeno y
favorecen la extension de la vida.

3. Los factores genéticos y ambientales que de manera consistente se asociaron a
la longevidad indican que en los individuos estudiados existieron factores
favorecedores de la duracion de la vida.

4. Las interacciones gen-ambiente entre los alelos de los polimorfismos con las
variables favorecedoras que se evidenciaron en el estudio, reflejan la
contribucion y potenciacién del componente genético y ambiental de conjunto

en los mecanismos que propician la longevidad.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estimados de heredabilidad en sentido estrecho y mediante estudios
de vias, en parejas de hermanos y tio sobrino, que incluyan cohortes con un
mayor numero de longevos y cohortes de parientes legales que se conformen a
partir de conyuges.

2. Incluir en el andlisis de factores favorecedores de la longevidad parametros que
provengan de la dieta mantenida por estas personas a lo largo de su vida, tanto
como variables referidas o deducidas de mediciones analiticas efectuadas.

3. Estudiar interacciones gen-ambiente entre factores que no fueron abordados en
la presente investigacion y pudieran presentar un comportamiento favorecedor

de la longevidad.
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ANEXOS
Anexo 1. Modelo de consentimiento informado para la participacion en el estudio

Por este medio subscribo que he recibido informacion del Dr. (a)
sobre el desarrollo de la investigacion de
Epidemiologia Genética en la Longevidad Humana y que en mi condicion de
longevo __ pariente legal __ manifiesto mi libre y voluntaria disposicion a
colaborar en la misma. Brindaré datos de mis parientes, asi como de mis
antecedentes personales de salud y estilos de vida, del nimero y la condicién de
salud de mis parientes. Se me ha hecho saber que la informacion recopilada
sobre mi persona y sobre mi familia solo sera empleada con fines cientificos y
para el beneficio mutuo de otras personas y de la ciencia.

Firmado

y/o Cuidador

Fecha

Médico

Consentimiento para la muestra de sangre para estud i0os hemoquimicos,

grupo sanguineo, ADN y enzimas antioxidantes

Por este medio subscribo que he recibido informacion del Dr.(a)
sobre el desarrollo de la investigacion de Epidemiologia
Genética en la Longevidad Humana y que en mi condicion de longevo
familiar__ pariente legal ____manifiesto mi libre y voluntaria disposicion a colaborar
en la misma para que se me tome una muestra de sangre. Con el fin de realizar
estudios hemoquimicos, de grupo sanguineo, ADN y enzimas antioxidantes,
explicAndome que dicha investigacion se hace con fines de ayudar a entender las
caracteristicas biologicas de las personas que llegan a vivir mas afos. Expreso
gque deseo se me informen estos resultados, = no deseo . He sido
informado que estos datos solo seran empleados con fines cientificos y para el
beneficio mutuo de otras personas y de la ciencia.

Firmado

y/o Cuidador

Fecha

Médico
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Anexo 2. Instrumento de recogida de informacién

Nombre y Apellidos:
Edad:

Sexo:

Color de la piel

Estado de salud (Buena, Regular o Mala);
Direccion:

Policlinico: CMF: Médico:

Enfermedades de comienzo tardio y edad de comienzo:
1-HTA PAS PAD FC

2-DT2- __ Glucemia____

3-Cancer ___ Tipo Localizacion

4-Enfermedade articulares ___ Diagnéstico

5-Trastorno Lipidos_ Colesterol TG

6-Trast renales____ calculos____ Sepsis urinarias a repeticion IRC IRA

7-Enf cardiovasculares____Isquemia____infarto__ Coronariopatias_____

8-Enf cerebrovasculares Isquemia __ Infarto _ AVE___ Trombosis_
9-Enf respiratorias____neumonias____ Asma____ Bronquitis__ Enfisema____
EPOC__ Otras_

10-Enf hepaticas____ Hepaititis cronica__ Cirrosis_

11- Enfermedades inmunolégicas LES AR Esclerodermia Otra
12-Enfermedades  endocrinolégicas  Hipotiroidismo__ Hipertiroidismo__
DMID___ Otra___

13-Otras enfermedades neurologicas_ Parkinson_ Ataxia_ Corea_

14- Demencia Senil DA Temprana__ DAtardia_ Otrademencia
15-Trast visuales _ Catarata___ Glaucoma___ Ceguera Otra

16-Trast auditivos___ Hipoacusia__ Sordera

17- Otra enfermedad Hb

NOTA Especificar la edad de comienzo en la linea correspondiente a la enfermedad.

Lugar de nacimiento:
Procedencia:

Padre: Madre:
Abuela: Abuelo: Abuela: _ Abuelo:__
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Fenotipo externo, Habitos y estilo de vida del longevo.

Estatura cm Peso habitual en la juventud y adultez kg.
Horas de suefio promedio en la adultez

Oficios que desempefié por mas tiempo. Mencionar hasta tres ,

Habitos toxicos: Tabaco Alcohol Café Especificar cantidad diaria y afios

gue lo uso.

Nivel educacional: Especificar

Habito de realizar ejercicios fisicos Bailar Asistir a fiestas Caminar
Otro

Habito de tomar medicamentos  Si No Cuales Frecuencia
Hasta que edad vio sin espejuelos A qué edad comenzé a usar espejuelos

Puede ver sin usar espejuelos ahora

Si conserva la dentadura__ Cuantos dientes conserva___ protesis total o
parcial____

Escucha sin audifonos___ Como se percibe en la conversacién si escucha lo que se le
dice sin dificultades_ Hasta que edad escucho bien

Que actividades realiza en el momento actual (Cocina, friega, atiende teléfono, riega las
plantas, hace mandados, va a la bodega, maneja, lee la prensa, ve
noticiero)

Pariente legal
Nombre y apellidos:

Edad actual:

Color de la piel

Estado de salud (Buena, Regular o Mala)
Enfermedades que padece y edad de comienzo:
1-HTA PAS PAD FC

2-DT2-___ Glucemia

3-Cancer Tipo Localizacion

4-Enfermedades articulares ___ Diagnostico

5- Trastorno Lipidos _ Colesterol TG
6-Trastornorenales Calculos___ Sepsis urinarias IRC IRA

7-Enfermedades cardiovasculares Isquemia infarto Coronariopatias
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8- Enfermedades cerebrovasculares ~ Isquemia _ Infarto = AVE_
Trombosis_

9- Enfermedades respiratorias__ neumonias _ Asma_____ Bronquitis__ Enfisema____
EPOC___

10- Enfermedades hepaticas____ Hepatitis cronica____ Cirrosis___

11- Enfermedades inmunolégicas LES AR Esclerodermia___ Otra__

12- Enfermedades endocrinolégicas  Hipotiroidismo___ Hipertiroidismo_ DMID__
Otra____

13-Otras enfermedades neuroldgicas____ Parkinson__ Ataxia__ Corea_

14-- Demencia _Senil___ DA Temprana____ DAtardia___ Otrademencia ___

15-Trast visuales ___ Catarata____ Glaucoma___ Ceguera ___ Otra____
16-Trast auditivos____ Hipoacusia Sordera
17- Otra enfermedad ___ Hb

Fenotipo externo, Habitos y estilo de vida

Estatura cm Peso habitual en la juventud y adultez kg.

Horas de suefio promedio en la adultez

Oficios que desempefio por mas tiempo. Mencionar hasta
tres ,

Habitos toxicos: Tabaco _ , Alcohol Café Especificar cantidad diaria y afios que lo
uso.

Nivel educacional: Especificar

Habito de realizar ejercicios fisicos Bailar Asistir a fiestas
Caminar Otro

Habito de tomar medicamentos Si No Cuales Frecuencia
Hasta que edad vio sin espejuelos A qué edad comenzd a usar espejuelos

Puede ver sin usar espejuelos ahora

Si conserva la dentadura__ Cuantos dientes conserva___ protesis total o
parcial____

Escucha sin audifonos___ Como se percibe en la conversacion si escucha lo que se le
dice sin dificultades Hasta que edad escucho bien

Que actividades realiza en el momento actual (Cocina, friega, atiende teléfono, riega las
plantas, hace mandados, va a la bodega, maneja, lee la prensa, ve

noticiero)
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Pariente consanguineo

Nombre y apellidos

Sexo

Edad actual
Enfermedades que padece y edad de comienzo
1-HTA PAS PAD FC

2-DT2 __ Glucemia_
3-Cancer Tipo Localizacion____
4-Enf articulares _____ Diagnéstico
5- Trastorno Lipidos ____ Colesterol TG HDL VLDL___ LDL____
6-Trastornos renales__ Calculos____ Sepsis urinarias IRC IRA
7-Enfermedades cardiovasculares___ Isquemia___infarto__ Coronariopatias__
8-Enfermedades cerebrovasculares Isquemia _ Infato = AVE_
Trombosis_
9-Enfermedade respiratorias__ neumonias Asma Bronquitis__ Enfisema
EPOC__
10-Enf hepaticas____-Hepaititis cronica____ Cirrosis____
11- Enfermedades inmunoldgicas LES AR Esclerodermia CuUl
TH___ Otra
12- Enfermedades endocrinolégicas ~ Hipotiroidismo__ Hipertiroidismo___
DMID__ Otra
13-Otras enfermedades neuroldgicas___ Parkinson__ Ataxia__ Corea
14-- Demencia Senil DA Temprana DA tardia__ Oftra
demencia
15-Trastornos visuales __ Catarata__ Glaucoma__ Ceguera Otra
16-Trast auditivos___ Hipoacusia___ Sordera:
17- Otra enfermedad Hb

- Tiempo que convivio con el longevo _ O hasta que edad vivieron
juntos

Fenotipo externo, Habitos vy estilo de vida

Estatura cm Peso habitual en la juventud y adultez kg.
Horas de suefio promedio en la adultez
Oficios que desempefid por mas tiempo. Mencionar hasta

tres
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Habitos toxicos: Tabaco , Alcohol Café Especificar cantidad diaria y afios

gue lo uso.

Nivel educacional: Especificar

Habito de realizar ejercicios fisicos Bailar Asistir a fiestas Caminar_____
Otro

Habito de tomar medicamentos Si No Cuales ____ Frecuencia

Hasta que edad vio sin espejuelos_ A qué edad comenzd a usar espejuelos

Puede ver sin usar espejuelos ahora

Si conserva la dentadura___ Cuantos dientes conserva____ prétesis total o
parcial____

Escucha sin audifonos Como se percibe en la conversacion si escucha lo que se
le dice sin dificultades Hasta que edad escucho bien

Que actividades realiza en el momento actual (Cocina, friega, atiende teléfono, riega las

plantas, hace mandados, va a la bodega, maneja, lee la prensa, ve noticiero)
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Anexo 3. Arbol genealdgico. Grado de parentesco

B ®
i e
© BE :

‘ Familiar de primer grado
.Familiar de segundo grado

Fuente: Libro de texto Introduccién a la Genética Médica. Colectivo de autores. Editorial Ciencias Médicas; 2004

Familiar de tercer grado

Familiar de cuarto grado

O®
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Anexo 4. Ejemplo de arbol genealdgico utilizado para la busqueda de agregacion

familiar en la cohorte de familias informativas

Fuente: Autor de la investigacion

R : Longevo probando

P: Padre, M: Madre, H: hermanos, Hi: hijos, Ab: abuelos, N: nietos, T: tios, S:
Sobrinos, Pr: Primos

Familiares de primer grado: Padres (2), hermanos (3) e hijos (3). Total: 8
Familiares de segundo grado: Abuelos (4), nietos (5), tios (4) y sobrinos (5). Total: 18
Familiares de tercer grado: Primos (9)

Total de parientes de la familia informativa: 35

Proporcion de individuos longevos en la familia: 11/35= 0,314

Proporcion de familiares de primer grado longevos: 6/8 = 0,750

Proporcion de familiares de segundo grado longevos: 4/18 = 0,222

Proporcion de familiares de tercer grado longevos: 1/9 = 0,111

Proporcion de individuos con longevidad extrema en la familia: 5/35= 0,143
Proporcion de familiares de primer grado con longevidad extrema: 3/8= 0,375
Proporcién de familiares de segundo grado con longevidad extrema: 2/18= 0,111

Proporcion de familiares de tercer grado con longevidad extrema: 0/9 = 0
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Anexo 5. Ejemplo de diagrama de vias para estudio de heredabilidad en sentido

estrecho en parejas de hermanos sin incluir al longevo probando.

)} 97 @
oo g 9% %4 78

1
(L L INTE [

(&

6

Fuente: Autor de la investigacion

Total de parejas diferentes de hermanos: 10
n=m (m-1)/2
n: cantidad de parejas
m: cantidad de hermanos
n=5 (5-1)/2= 10
@ Parejas concordantes para longevidad: 3
y-1/11)-4
y-1/1)-5
Ny-4/1)-5
B Parejas discordantes para longevidad: 6
my-1/1)-2
Ny-1/1)-6
y-2/10)-4
y-2/1)-5
) -4/1)-6
)-5/1)-6
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Anexo 6. Ejemplo de diagrama de vias para estudio de heredabilidad en sentido

estrecho en parejas de padres - hijos sin incluir al longevo probando.

Iy 100 é % o4 %) |78

E 2 3 R |4 |

W
(=

Fuente: Autor de la investigacion

Total de parejas diferentes padres-hijos: 10
@ Parejas concordantes para longevidad: 3
N-1/1)-1
)-1/11)-4
)-1/1)-5
B Parejas discordantes para longevidad: 5
-1/1)-2
)-1/1)-6
N-2/1)-1
-2/1)-4
)-2/1)-5
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Anexo 7. Agregacion familiar del fenotipo longevidad y longevidad extrema en la

cohorte de parientes legales segun criterio 3. Santa Clara 2016-2021

Cohorte de longevos probandos

80+ % 90+ % p (80+) p(90+)
| Grado 343 70 2041 14 4,08
[y Il Grado 859 171 19,91 46 5,36

80+: 80 afios y mas de edad, 90+: 90 afios y mas de edad, p: Significacién, Test de proporciones muestrales
Fuente: Resultados de investigacion

Parientes

0,873 0,384
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Anexo 8. Andlisis de agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema

mediante criterio 2 segun el sexo del longevo probando o pariente legal. Santa

Clara 2016-2021

Probandos masculinos (19) Parientes legales masculinos (19)
Parientes N 80+ % 90+ % N 80+ % 90+ % p (80+) p(90+)
Total 788 248 3147 97 12,31 486 109 2243 26 535 0,001 0,0001
| Grado 226 112 4956 45 1991 137 32 2336 6 4,38  0,0001 0,0001
lylllGrado 562 136 24,19 52 925 349 77 2206 20 573 0,469 0,059
Probandos femeninos (49) Parientes legales femeninos (23)
Total 1987 537 27,02 223 11,22 716 132 1844 34 475 0,0001 0,0001
| Grado 545 257 47,16 120 22,02 206 38 1845 8 3,88 0,0001 0,0001

lylll Grado 1442 280 19,42 103 7,14 510 94 1843 26 5,09 0,647 0,120

80+: 80 afios y méas de edad, 90+: 90 afios y mas de edad, p: Significacién Test de proporciones muestrales
Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 9. Caracterizacion de los dominios clinicos utilizados para la construccion

de los endofenotipos. Santa Clara 2016-2021

Longevo familia informativa (N=80)

Dominio Clinico si % no %
Discapacidad auditiva 7 875 73 9125
Discapacidad visual 10 125 70 8750
Discapacidad fisico-motora 3 375 77 96,25
Discapacidad cognitiva 3 375 77 96,25
Hipertension arterial 35 4375 45 56,25
Diabetes Mellitus 12 15,00 63 85,00
Cancer 750 74 92,50

6
Enfermedad articular 6 750 74 9250
Enfermedad Cardiovascular 4 500 75 95,00
Enfermedad cerebrovascular 8 10,00 72 9000
3

Enfermedad respiratoria 375 77 96,25

Fuente: Resultados de investigacion

Anexo 10. Caracterizacibn de los dominios analiticos utilizados para la

construccion de los endofenotipos. Santa Clara 2016-2021

Longevo familia informativa (N=80)

Dominio analitico Media + DS
Estatura (m) 1,590 + 0,1008
Peso (kg) 60,89 + 10,272
IMC (kg/m2) 24,08 + 3,510
Proteina Totales 66,39 + 9,658
Hemoglobina (g/L) 116,23 + 14,615
Glucemia (mmol/L) 3,988 + 0,714
Colesterol (mmol/L) 4,323 + 0,971
Triglicéridos (mmol/L) 1,272 + 0,798

Fuente: Resultados de investigacion



Anexos

Anexo 11 . Cohorte de los endofenotipos conformados a partir de los parametros

de dominios clinicos y analiticos. Santa Clara 2016-2021

Normometabolico (64)  Normonutricional (30) Saludable (60)
Sexo Sexo Sexo
Masculino Femenino Masculino Femenino Masculino Femenino
19 45 7 23 14 46
Total de parientes 2292 1055 2149
Masculinos 1166 (50,87%) 542 (51,37%) 1099 (51,14%)
Femeninos 1126 (49,13%) 513 (48,62%) 1050 (48,86%)
Parientes 80+ 650(28,36%) 315(29,86%) 607 (28,24%)
Masculinos 312 (13,61%) 156 (14,79%) 288 (13,40%)
Femeninos 335 (14,62%) 158 (14,98%) 316 (14,70%)
Parientes 90+ 266 (11,60%) 128(12,13%) 249 (11,59%)
Masculinos 127 (5,54%) 50 (4,74%) 114 (5,30%)
Femeninos 140 (6,11%) 78 (7,39%) 136 (6,33%)
Parientes 100+ 29(1,26%) 8 (0,76%) 28 (1,30%)
Masculinos 9(0,39%) 2(0,19%) 7(0,32%)
Femeninos 20 (0,87%) 6 (0,57%) 21(0,98%)

80+: 80 afios 0 mas de edad, 90+: 90 afios 0 mas de edad

Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 12 . Agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema segun

criterio 2 en los endofenotipos estudiados. Santa Clara 2016-2021

Endofenotipo normometabolico

Cohorte de probando con endofenotipo Cohorte de parientes legales
Parientes N 80+ % 90+ % N 80+ % 90+ % p(80+) p(904)
Total 2387 642 26,90 264 11,06 1202 241 20,05 60 4,99 0,0001 0,0001

| Grado 636 310 48,74 140 22,01 343 70 2041 14 4,08 0,0001 0,0001
[lylll Grado 1660 327 19,69 122 7,35 859 171 1991 46 536 0916 0,064

Endofenotipo normonutricional

Total 1068 314 29,40 128 11,99 1202 241 20,05 60 4,99 10,0001 0,0001
| Grado 316 149 4715 65 2057 343 70 2041 14 4,08 0,0001 0,0001
llylllGrado 746 163 2185 62 831 859 171 1991 46 536 0,355 0,021

Endofenotipo saludable

Total 2246 598 26,63 246 10,95 1202 241 20,05 60 4,99 0,0001 0,0001
| Grado 596 303 50,84 140 2349 343 70 2041 14 4,08 0,0001 0,0001
[lylll Grado 1557 290 18,62 104 6,68 859 171 1991 46 536 0449 0,218

80+: 80 afios y més de edad, 90+: 90 afios y mas de edad, p: Significacién Test de proporciones muestrales
Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 13. Agregacion familiar de la longevidad y longevidad extrema en los

endofenotipos segun criterio 3. Santa Clara 2016-2021

Endofenotipo normometabdlico

Cohorte de longevos probandos
N 80+ % 90+ % p (80+) p (90+)
| Grado 636 310 48,74 140 22,01
lylllGrado 1660 327 19,70 122 7,35
Endofenotipo normonutricional
| Grado 316 149 4715 65 20,57
[I'y lll Grado 746 163 2185 62 8,31
Endofenotipo saludable
| Grado 596 303 50,84 140 23,49
lylllGrado 1557 290 18,63 104 6,68

80+: 80 afios y mas de edad, 90+: 90 afios y mas de edad, p: Significacién, Test de proporciones muestrales
Fuente: Resultados de investigacion

Parientes

0,0001 0,0001

0,0001 0,0001

0,0001 0,0001




Anexos

Anexo 14 . Comparaciones de variables cualitativas consideradas como factores

favorecedoras de la longevidad entre longevos y no longevos. Santa Clara 2016-

2021

Longevos vs

Longevos vs

Variables cualitativas no longevos  Variables cualitativas no longevos
p p
No discapacidad auditiva 0.295 No padecer hipertension arterial 0.587
No discapacidad visual 0.106 No padecer diabetes Mellitus 0.588
No discapacidad fisico-motora 0.083 No padecer enfermedad articular 0.207
No tener discapacidad cognitiva 0.083 No padecer enfermedad Cardiovascular 0.712
No Fumar 0.036 No padecer enfermedad cerebrovascular 0.054
No Beber alcohol 0.010 No padecer enfermedad respiratoria 0.013
No Beber Café 0.629 No padecer enfermedad renal 0.733
Horas de suefio adecuadas 0,108 No padecer enfermedad hepatica 0.156
Practicar ejercicio fisico 0,748 No padecer enfermedad gastrica 0.651
IMC normopeso 0,020 No padecer enfermedad inmunoldgica 0.156
Longevidad del padre 0.143 No padecer enfermedad dermatologica 0.561
Longevidad de la madre 0.013 No padecer enfermedad endocrina 0.317
Sexo bioldgico femenino 0,012 No padecer enfermedad neurolégica 0.313
No padecer cancer 0.200 No padecer enfermedad tiroidea 0.651

p: Significacion, Prueba U de Mann-Whitney, IMC: indice de masa corporal

Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 15. Comparaciéon de los fenotipos definidos para los tres polimorfismos

estudiados entre longevos y no longevos

Hardy- Hardy-
Weinberg Longevos (%)  No longevos (%) Weinberg
Poblacién de (86) (92) P Poblacién de
referencia estudio
A 33 (38,37) 22 (23,91) 0,041 N =36
Polimorfismo B 8 (9,30) 8 (8,69) 0,999 )
p'>0,05 X2=1,458
ABO 0 42 (48,84) 60 (65,22) 0,033 0.98
p=0,
AB 3(3,49) 2(2,17) 0,674
Polimorfismo Rh+ 76 (88,37) 83 (90,22) 0,809 N =36
X2=0,0013
Rh Rh- p'>0,05 10 (11,63) 9(9,78) 0,809
p=0,97
Longevos (%)  No longevos (%)
(55) (25)
cC 20 (36,36) 12 (48,00) 0,338 N =25
Polimorfismo
CT p"=0,96 25 (45,45) 8 (32,00) 0,329 X2=255
SOD2 9T/C
TT 10 18,19) 5 (20,00) 0,999 p=0,25

p ! Significacion reportada de estudio del polimorfismo ABO y Rh128
p ' Significacion reportada de estudio del polimorfismo SOD2 9T/C 129
Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 16. Interaccion del alelo d con factores favorecedores de la longevidad.
Santa Clara 2016-2021

Alelo d + Factor favorecedor
X2

d+ No fumar OR (IC 95%) Valor P
Si (%) No (%)
Longevos 6 (6,98) 80 (93,02
3,375 (0,662-17,199) 2,375 0,123
No longevos 2 (2,17) 90 (97,83)
d+ No beber alcohol
Si (%) No (%)
Longevos 9(10,46) 77 (89,53)
1,227 (0,451-3,341) 0,160 0,689
No longevos 8 (8,69) 84 (91,30)
d+ No enfermedad Respiratoria
Si (%) No (%)
Longevos 9(10,46) 77 (89,53)
1,078 (0,407-2,857) 0,023 0,880
No longevos 9(9,78) 83 (90,22)
d+ Madre longeva
Si (%) No (%)
Longevos 7(8,14) 79 (91,86)
2,629 (0,657-10,512) 1,984 0,159
No longevos 3 (3,26) 89 (96,74)
d + Sexo biolégico femenino
Si (%) No (%)
Longevos 2(2,32) 84 (97,67)
0,414 (0,078-2,194) 1,131 0,288
No longevos 5(5,43) 87 (94,56)
d + IMC normopeso
Si (%) No (%)
Longevos 9(10,46) 77 (89,53)
3,468 (0,906-13,266) 3,649 0,056
No longevos 3 (3,26) 89 (96,74)

d: Alelo d del polimorfismo Rh, IMC: Indice de masa corporal, p: Significacién, Prueba de Ji cuadrado de Mantel-
Haenszel
Fuente: Resultados de investigacion



