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Resumen

ANTECEDENTES: El envejecimiento es un proceso fisioldgico complejo que se produce
a nivel celular, molecular y genético, y que se asocia a diversas patologias, entre las
que destaca la enfermedad cardiovascular. Evidencias recientes sugieren que el
acortamiento telomérico se considera un marcador independiente del aumento del
riesgo de enfermedad coronaria. Una mejor comprensién de los mecanismos que
subyacen a la senescencia bioldgica, destacando la inflamacién cronica y el estrés
oxidativo, puede permitir el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que nos
faciliten el manejo de las patologias asociadas al envejecimiento.

Nuestra hipétesis pretende demostrar si el desarrollo de una herramienta de e-
Health permite evaluar el grado de senescencia en pacientes con enfermedad
cardiovascular establecida basados en aspectos clinicos, biolégicos y genéticos del

paciente.

OBJETIVOS: Nuestro objetivo principal es desarrollar una plataforma de e-Health que
permita evaluar el grado de envejecimiento biolégico en base al perfil clinico y bioldgico
del paciente.

Para desarrollar dicha plataforma analizaremos el patron de senescencia bioldgica
medido por la longitud de los teldmeros, junto a parametros de respuesta inflamatoria,
marcadores de estrés oxidativo y marcadores genéticos en una poblacion con
enfermedad cardiovascular establecida de la cohorte del estudio CORDIOPREV

(NCT00924937).

POBLACION, DISENO Y METODOLOGIA: El estudio CORDIOPREV es un ensayo
clinico, aleatorizado, simple ciego de 1002 pacientes con patologia coronaria. Se
determiné la longitud teldmerica relativa (RTL) al inicio del estudio, asi como los
siguientes marcadores de respuesta inflamatoria (PCR-us, proteina quimiotactica de
monocitos-1, IL-6, IL-1B, TNF-a, adiponectina, resistina y leptina), estrés oxidativo

(6xido nitrico, productos de peroxidacion de lipidos, proteinas carboniladas, catalasa,
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glutation total, glutation reducido, glutation oxidado, superoxido dismutasa y glutation
peroxidado) y los polimorfismos localizados en el gen FOXO3 (rs2764264 y rs2802292).

La senescencia bioldgica se definio como el valor igual o inferior al quintil mas
bajo de la RTL en nuestra poblacion (RTL = 0,7629). Calculamos y validamos diferentes
modelos predictivos mediante regresion logistica, definidos cada uno de ellos por un
conjunto de variables clinicas, marcadores de respuesta inflamatoria y de estrés
oxidativo (modelo basal, modelo extendido y modelo reducido), permitiéndonos
identificar los pacientes con senescencia biolégica. Finalmente, completamos nuestro
analisis con un ultimo modelo en el que incluimos ciertas variantes genéticas del gen

FOXO3.

RESULTADOS: Se seleccionaron aquellos pacientes con todas las variables
propuestas para desarrollar los diferentes modelos predictivos (n = 353). Tras comparar
ambos grupos (senescencia biolégica versus no senescencia bioldgica) se identificaron
diferencias significativas para los siguientes parametros: colesterol total, catalasa,
superoxido dismutasa, IL-1B, resistina y leptina. Se calculé mediante regresién logistica
los coeficientes beta de las variables que pueden predecir el riesgo de senescencia
bioldgica, definiendo en cada modelo como variable dependiente la senescencia
biolégica y como covariables diferentes biomarcadores segun el modelo. En el modelo
basal se incluyeron edad, género, indice de masa corporal, circunferencia de la cintura,
presion arterial sistolica, presion arterial diastélica, frecuencia cardiaca, colesterol HDL,
triglicéridos en ayunas, PCR-us y HOMA-IR; en el modelo extendido se incluyeron los
parametros del modelo basal junto a glutatién total, glutation reducido, glutatién oxidado,
glutation peroxidado, catalasa, superoxido dismutasa, proteinas carboniladas, oxido
nitrico, productos de peroxidacioén lipidica, proteina quimiotactica de monocitos-1, TNF-
o, adiponectina, IL-1pB, IL6, resistina y leptina; en el modelo reducido se incluyeron los
parametros del modelo basal junto a catalasa, superéxido dismutasa, productos de

peroxidacion de lipidos, IL-1pB y resistina. A continuacion, trazamos las curvas ROC y
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Resumen

utilizamos area bajo la curva para evaluar la capacidad de prediccién de cada modelo,
seleccionando el modelo extendido y el modelo reducido como los mas eficaces, siendo
el area bajo de la curva de ROC en dichos modelos de 0,75 y 0,72 respectivamente.
Finalmente, completamos nuestro analisis incluyendo al modelo reducido la informacion
aportada por los polimorfismos del gen FOXO3, denominandolo modelo genético. Tras
el calculo del modelo trazamos la curva ROC y el area bajo la curva (AUC ROC = 0,74),

proporcionando una discreta mejoria en la capacidad de prediccion.

CONCLUSIONES: Nuestro estudio ha identificado diferentes modelos predictivos que
nos permiten calcular el grado de senescencia biolégica en pacientes coronarios,
pudiendo de esta forma identificar un subgrupo de pacientes con mayor riesgo y que

pueden requerir un manejo mas exhaustivo y un tratamiento mas intensivo.
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Resumen

SUMMARY
BACKGROUND: Aging is a complex physiological process that occurs at the cellular,
molecular and genetic levels, and is associated with various pathologies, among which
cardiovascular disease stands out. Recent evidence suggests that telomere shortening
is considered an independent marker of increased risk of coronary heart disease. A
better understanding of the mechanisms underlying biological senescence, highlighting
chronic inflammation and oxidative stress, may allow the development of new
therapeutic strategies that facilitate the management of pathologies associated with
aging.

Our hypothesis aims to demonstrate whether the development of an e-Health
tool allows evaluating the degree of senescence in patients with established

cardiovascular disease based on clinical, biological and genetic aspects of the patient.

OBJETIVES: Our main objective is to develop an e-Health platform that allows
evaluating the degree of biological aging based on the clinical and biological profile of
the patient.

To develop this platform, we will analyze the biological senescence pattern
measured by the length of telomeres, together with inflammatory response parameters,
oxidative stress markers and genetic markers in a population with established

cardiovascular disease from the CORDIOPREYV study cohort (NCT00924937).

POPULATION, DESING AND METHODOLOGY: The CORDIOPREYV study is a single-
blind, randomized clinical trial of 1002 patients with coronary disease. Relative telomeric
length (RTL) was determined at the beginning of the study, as well as the following
inflammatory response markers (us-CRP, monocyte chemotactic protein-1, IL-6, IL-18,
TNF-a, adiponectin, resistin and leptin), oxidative stress (nitric oxide, lipid peroxidation

products, carbonylated proteins, catalase, total glutathione, reduced glutathione,
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oxidized glutathione, superoxide dismutase, and peroxidized glutathione) and localized
polymorphisms in the FOXO3 gene (rs2764264 and rs2802292).

Biological senescence was defined as the value equal to or less than the lowest
quintile of RTL in our population (RTL = 0.7629). We calculated and validated different
predictive models through logistic regression, each defined by a set of clinical variables,
inflammatory response markers and oxidative stress (baseline model, extended model
and reduced model), allowing us to identify patients with biological senescence. Finally,
we completed our analysis with a final model in which we included certain genetic

variants of the FOXO3 gene.

RESULTS: We selected those patients with all the proposed variables to develop the
different predictive models (n = 353). After comparing both groups (biological
senescence versus no biological senescence), significant differences were identified for
the following parameters: total cholesterol, catalase, superoxide dismutase, IL-1p,
resistin and leptin. The beta coefficients of the variables that can predict the risk of
biological senescence were calculated using logistic regression, defining biological
senescence as a dependent variable in each model and different biomarkers as
covariates according to the model. In the baseline model, age, gender, body mass index,
waist circumference, systolic blood pressure, diastolic blood pressure, heart rate, HDL
cholesterol, fasting triglycerides, us-CRP and HOMA-IR were included; the extended
model included the parameters of the baseline model together with total glutathione,
reduced glutathione, oxidized glutathione, peroxidized glutathione, catalase, superoxide
dismutase, carbonylated proteins, nitric oxide, lipid peroxidation products, monocyte
chemotactic protein-1, TNF- a, adiponectin, IL-1p, IL6, resistin and leptin; in the reduced
model, the baseline model parameters were included together with catalase, superoxide
dismutase, lipid peroxidation products, IL-1p and resistin. Next, we draw the ROC curves

and use the area under the curve to evaluate the predictive capacity of each model,

18



Resumen

selecting the extended model and the reduced model as the most efficient, with the area
under the ROC curve in those models being 0.75 and 0.72 respectively. Finally, we
completed our analysis by including the information provided by the FOXO3 gene
polymorphisms to the reduced model, calling it the genetic model. After calculating the
model, we plotted the ROC curve and the area under the curve (AUC ROC = 0.74),

providing a slight improvement in the prediction capacity.

CONCLUSIONS: Our study has identified different predictive models that allow us to
calculate the degree of biological senescence in coronary patients, thus being able to
identify a subgroup of patients with higher risk and who may require more exhaustive

management and more intensive treatment.
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Introduccion

1. ENVEJECIMIENTO.

1.1 El envejecimiento como proceso natural.

El envejecimiento es un proceso biolégico complejo que ocurre a nivel celular,
molecular y genético en el que se produce un deterioro de las funciones fisiolégicas y
reproductivas necesarias para nuestra supervivencia con el paso del tiempo (1).

Los requisitos que forman parte de un envejecimiento natural son universalidad
ya que debe ocurrir en todos los individuos de una especie, irreversibilidad debido que
tenemos una supervivencia limitada, de caracter progresivo al tratarse de un proceso y
no de un fenédmeno repentino, y por ultimo, degenerativo ya que implica una pérdida de
la capacidad bioenergética y el rendimiento funcional de los seres vivos (2).

Los mecanismos que estan involucrados en el proceso de envejecimiento son
multiples, destacando: factores epigenéticos, dafio del ADN, disfuncidon mitocondrial y
acortamiento telomérico (3). A nivel celular, se produce un desequilibrio entre el
aumento del estrés oxidativo y la capacidad de su respuesta protectora frente a dicho
dafio, contribuyendo este proceso a la senescencia celular, en la cual, las células dejan
de proliferar y se vuelven disfuncionales. Como consecuencia, se acumulan las
especies reactivas de oxigeno (ROS), que inducen un aumento en la secrecion de
moléculas inflamatorias que afectan a la propia célula y al tejido circundante. La
respuesta de nuestro organismo al dafio inducido es generar un proceso de inflamacién
cronica (3). Por todo esto, el proceso de envejecimiento podria entenderse como una
acumulacién de células senescentes en tejidos y 6rganos envejecidos.

El aumento en la esperanza de vida es uno de los mayores avances del siglo
XXI, el cual estd directamente relacionado con el envejecimiento progresivo de la
poblacion. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, en 2050 el 22% de la poblacién
tendra mas de 60 afios. Por otro lado, hablamos de la transicion epidemiolégica del siglo

XX, por la cual, la principal causa de mortalidad seran las enfermedades cronicas
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relacionadas con la edad, como son las enfermedades cardiovasculares, el cancer o la
diabetes, sustituyendo en el ranking a las enfermedades transmisibles (4).

En la sociedad actual, el envejecimiento cronoldgico se asocia con el desarrollo
de enfermedades relacionadas con la edad, como son la insuficiencia cardiaca, la
diabetes o la arterioesclerosis, demostrando por diversos estudios que la acumulacién
de células senescentes tiene un papel causal en dichas patologias (5), dando como
resultado un deterioro en la calidad de vida al limitar las actividades normales de los
pacientes.

Cada dia se otorga mas importancia no solo a prolongar la longevidad, sino que
esta sea lo mas saludable posible, permitiendo evaluar el numero de afios vividos, la

calidad de vida y la ausencia de discapacidad en dichos afios (6).

1.2 El envejecimiento biolégico y la patologia cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de mortalidad a nivel
mundial y estan estrechamente relacionadas con el envejecimiento. Segun la OMS
producen aproximadamente el 30% del total de muertes anuales, siendo la primera
causa de muerte en la poblacion mayor de 65 afios (7).

Son multiples los factores de riesgo implicados en el desarrollo de la patologia
cardiovascular, destacando la edad como el principal factor (8), asociado a otros:
hipertensién arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, consumo de tabaco, etc.,
estimando que la esperanza de vida de estos pacientes es menor respecto a la
poblacion general (9). La consecuencia fundamental es la limitaciéon en la calidad de
vida de los pacientes y su entorno familiar implicando enormes costes para el sistema
sanitario (10).

Uno de los objetivos de la medicina actual es modificar o modular los diferentes
factores de riesgo asociados a la patologia vascular, de modo que, controlando la

tension arterial, reduciendo los niveles de colesterol, aumentando la actividad fisica,

24



Introduccion

suprimiendo el consumo de tabaco y alcohol o adoptando modelos dietéticos
saludables, podremos modificar la incidencia de esta enfermedad. Casualmente, todas
las recomendaciones indicadas para mejorar el control de las enfermedades
cardiovasculares permiten que las personas de edad avanzada tengan un
envejecimiento saludable.

La senescencia vascular esta implicada en la patogénesis de la enfermedad
cardiovascular y los trastornos metabdlicos, ya que promueve la arterioesclerosis (11).
Las células endoteliales envejecidas son disfuncionales, presentando una disminucién
de la proliferacion y migracion, minimizando la expresion de moléculas angiogénicas y
reduciendo la produccion de 6xido nitrico, como consecuencia se produce un deterioro
de la dilatacion dependiente de endotelio favoreciendo la patologia cardiovascular (5).
Por todo esto, la edad es el factor de riesgo no modificable mas importante en el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular, considerado al mismo tiempo como un
factor predictor fundamental del riesgo global de esta patologia (12).

En la actualidad, hay diferentes sistemas de puntuacién para predecir el riesgo
de enfermedad cardiovascular incluyendo todos ellos la edad como factor predictor, este
es el caso de la ecuacién de Framingham (13) y las tablas de SCORE (14), siendo la
herramienta mas difundida en el ambito médico para evaluar el riesgo cardiovascular de
un individuo, diferenciando el riesgo a corto plazo, es decir un afo, o a largo plazo, que
serian diez anos. De esta forma, un individuo a edad temprana, con varios factores de
riesgo asociados, tendra menor riesgo a corto plazo que una persona mayor con
similares factores de riesgo, porque el riesgo absoluto aumenta conforme la persona
envejece. Sin embargo, el riesgo relativo es invariable en el tiempo, si no se modifican
el resto de factores de riesgo (12).

Por todo esto, la carga de riesgo asociada con el envejecimiento se podra reducir
si modificamos el resto de los factores de riesgo tradicionales coexistentes, reduciendo

la comorbilidad y mejorando la calidad de vida (15).
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1.3 Los mecanismos del envejecimiento.

El envejecimiento se caracteriza por una pérdida progresiva de la integridad
fisioldgica produciendo un deterioro funcional y una mayor vulnerabilidad a la
morbimortalidad (16). Este proceso es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
diversas patologias entre las que incluimos las enfermedades cardiovasculares (17), la
diabetes (18), el cancer (19) y las enfermedades neurodegenerativas (20). Por este
motivo, las investigaciones para conocer los mecanismos implicados en el proceso de
envejecimiento se han incrementado en los ultimos afios. Permitiendo estos avances
identificar dianas terapéuticas que consigan mejorar la salud en esta fase de la vida,
minimizando los efectos secundarios (21).

En una revision sobre marcadores de envejecimiento se intentan identificar y
clasificar las caracteristicas celulares y moleculares del envejecimiento, proponiendo
nueve sefales cuya modulacion permitiria acelerar o retrasar el proceso de senescencia
normal. Estas son: inestabilidad genomica, acortamiento telomérico, alteraciones
epigenéticas, pérdida de proteostasis, desregulacion de nutrientes, disfuncion
mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre y alteracion de la
comunicacion intercelular (22).

La inestabilidad genémica podemos entenderla como la acumulacion del dafio
genético a lo largo de la vida (23). La integridad y la estabilidad del ADN esta
continuamente atacada por factores fisicos, quimicos y biolégicos exdgenos, pero
también por procesos enddgenos como ROS o reacciones hidroelectroliticas (24). La
consecuencia son mutaciones, translocaciones, pérdidas cromosdmicas, para lo cual
las células han desarrollado unos mecanismos de reparacion del ADN (25), que
manteniéndose integros pueden retrasar el envejecimiento.

Los telomeros son regiones cromosomicas susceptibles de deteriorarse con la
edad. Las células somaticas sufren el proceso de acortamiento telomérico, limitando su

capacidad proliferativa, concepto denominado “senescencia replicativa” (26). El
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acortamiento de los teldmeros se observa en el envejecimiento natural de los humanos
(27), pero en edades mas tempranas se asocia a un aumento en el riesgo de mortalidad
(28).

Los cambios epigenéticos implican alteraciones en la metilacion del ADN,
remodelacion de cromatina y modificacion pos-translacional de histonas. De modo que
la metilacion de las histonas influye en el envejecimiento a través de mecanismos
epigenéticos y mediante alteraciones transcripcionales que afectan al metabolismo o las
vias de sefalizacion fuera del nucleo (22). La metilacién del ADN vy las histonas se
muestra en sindromes progeroides, al mismo tiempo que estan descritas en el
envejecimiento fisiolégico (29). Las modificaciones en las histonas y el ADN determinan
cambios en la cromatina como son la pérdida o redistribucién de heterocromatina,
constituyéndose como datos caracteristicos del envejecimiento (30).

La proteostasis implica mecanismos de estabilizacidén de las proteinas plegadas
correctamente, eliminando aquellas que no cumplen estan funciéon y evitando la
acumulacién de componentes dafiados. Por este motivo, diversos estudios han
demostrado que la pérdida de la proteostasis esta relacionada con el envejecimiento, y
en diversas patologias relacionadas con la edad, como la enfermedad de Alzheimer o
de Parkinson, se produce una acumulacion de proteinas errbneamente plegadas (31).

La via de la insulina y la sefializacién de IGF-1, es la via de control del
envejecimiento mas conservada durante la evolucion, siendo una de sus dianas la
familia FOXO y los complejos mTOR, ambos involucrados en la aceleracion del
envejecimiento (32). Sabemos que determinados polimorfismos genéticos que
modifican las funciones de GH, el receptor de IGF-1 o el receptor de la insulina se han
relacionado con la longevidad (32).

La disfuncién mitocondrial contribuye al envejecimiento independientemente de
la formacion ROS (33). La combinacion de un mayor dafio, como oxidacién de proteinas

mitocondriales o delecciones del ADN mitocondrial, y un menor recambio en las
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mitocondrias, debido a una disminucion en la biogénesis o una reduccion del
aclaramiento, puede contribuir al proceso de envejecimiento (22).

El propésito fundamental de la senescencia es prevenir la propagacion de
células danadas y favorecer su eliminacién por parte del sistema inmune. Pero en
organismos envejecidos este sistema puede ser deficiente produciendo una
acumulacion de células senescentes en los tejidos, que agravan el dafo y favorecen el
envejecimiento (22). Se demostré6 en un modelo experimental de progeria que la
eliminacion de las células senescentes retrasa la aparicion de enfermedades
relacionadas con el envejecimiento (34).

La disminucion del potencial regenerativo de las células madre es un proceso
obvio del envejecimiento, correlacionado con la acumulacion de dafio en ADN (35) y la
sobreexpresion de proteinas inhibidoras del ciclo celular (36). Debido a la
inmunosenescencia, es decir, a una disminucion en la produccion de las células
inmunes adaptativas con la edad, se incrementa la incidencia de anemia o neoplasias
hematoldgicas (37). Este proceso de desgaste de las células madre ocurre en todo tipo
de tejidos, como el hueso (38), fibras musculares (39), pudiendo asociarlo al
acortamiento de los telémeros (40).

La inflamacion es la consecuencia de la acumulacién del dafio proinflamatorio
en los tejidos, la disfuncién del sistema inmunitario para eliminar células disfuncionales
o patdégenos y el aumento en la produccién de citoquinas proinflamatorias por las células
senescentes, todo esto induce la activacion de vias inflamatorias que aumentan la
produccion de IL-1, factor de necrosis tumoral o interferon como respuesta (41). Al
mismo tiempo, la inflamacién esta involucrada en la arterioesclerosis, la diabetes o la

obesidad, relacionados a su vez con el envejecimiento.
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Figura 1. Los marcadores de envejecimiento. La figura representa las nueve sefnales
de envejecimiento, cuya modulacion permitiria acelerar o retrasar el proceso de

senescencia.
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2. RELAVANCIA CLINICA DEL ACORTAMIENTO DE LOS TELOMEROS.

Los telomeros forman una estructura heterocromatica al final de los cromosomas
que los protege de la degradacion y las actividades de reparacion y recombinacién de
ADN, convirtiéndose en esenciales para mantener la estabilidad cromosémica (42, 43).
Los telémeros se acortan con cada division celular, debido a la replicacion incompleta
de moléculas lineales de ADN por las polimerasas, denominado este proceso “problema
de la replicacion final” (44).

La telomerasa es una enzima presente en células madre pluripotentes que
compensa el desgaste de los telémeros por la adiccion de oligonucleétidos al extremo

de los cromosomas de las células donde se expresa, aunque esto no es suficiente para
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contrarrestar el desgaste de los teldmeros debido a la division celular, produciéndose
un acortamiento progresivo y afectando a la capacidad regenerativa de los tejidos,
constituyéndose como uno de los sellos moleculares del envejecimiento (45). Por este
motivo, cuando los cromosomas se acortan, el ADN envia sefales de dafio, y si este
dafio es irreparable, conduce a la deteccion del crecimiento y desencadena la
senescencia celular (46). El acortamiento de los teldomeros es un sello distintivo del
envejecimiento molecular y esta asociado a la aparicién prematura de enfermedades
asociadas con el envejecimiento (47).

La proteina p53 es un factor de transcripcién con un papel crucial en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica que media la coordinacidon de la reparacion
del ADN, la apoptosis y la senescencia celular, por esto se le conoce como “el guardian
del genoma” (5). La sefializacion de p53 se activa principalmente por el daifo del ADN
y la disfuncién telomérica (5).

Por todo esto, una mejor comprension de los mecanismos de senescencia
permitird una el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que mejoren la salud y
prolonguen la vida celular util, avanzar en terapias basadas en modular la actividad de
la telomerasa y que permitan mejorar el tratamiento de enfermedades asociadas con la
presencia de teldomeros extremadamente cortos, enfermedades relacionadas con la
edad y por supuesto al envejecimiento en si mismo (47).

La longitud de los telomeros de los leucocitos (LTL) se utiliza como biomarcador
de envejecimiento biolégico y esta relacionado con el desarrollo de diversas
enfermedades asociadas al propio envejecimiento como hipertensién arterial (48),
diabetes mellitus (49), arterioesclerosis (50) y enfermedades neurodegenerativas (51).
Por otro lado, los estudios epidemiolégicos muestran una asociacién entre la LTL y la
mortalidad (52, 53).

Existe una asociacion constante entre los LTL y la arterioesclerosis, asi el
envejecimiento bioldégico prematuro determina en las placas de ateroma una

proliferacion celular reducida, deteccién del crecimiento y la apoptosis junto con un
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desgaste de los telomeros (11). La arterioesclerosis se caracteriza por un estado de
inflamacién crénica y un aumento del estrés oxidativo, factores que influyen en la
longitud de los teldmeros (54). El acortamiento de LTL en pacientes con
arterioesclerosis puede provenir de un aumento en la replicacion de células madre para
sustituir los leucocitos consumidos en el proceso inflamatorio junto con la pérdida de los
teldmeros por la replicacién (55). Tras sufrir un infarto agudo de miocardio la expresion
y la actividad de la telomerasa se incrementa en los cardiomiocitos y las células
endoteliales. La telomerasa favorece la reparacion tisular, y por lo tanto se ha sugerido
como un elemento candidato para la terapia génica, pudiendo modular las
enfermedades cardiovasculares (56). Diversos estudios demuestran que la terapia con
estatinas se asocia a una mayor actividad de la telomerasa independientemente de
multiples factores como: edad, género, consumo de tabaco, perfil lipidico o estado

inflamatorio (57, 58).
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Por lo tanto, la actividad de la telomerasa y la longitud de los telomeros juegan
un papel crucial en el desarrollo de determinadas enfermedades, siendo los teldmeros

un potencial objetivo terapéutico para modular el envejecimiento celular (42).

3.- FACTORES GENETICOS Y ENVEJECIMIENTO.

Diferentes factores genéticos se han implicado en el envejecimiento, las
mutaciones en el ADN gendmico y mitocondrial son una consecuencia de la alteracion
del proceso de reparacion, y conduce a una disfuncion de las células madre somaticas.
Un claro ejemplo de la implicacion de los factores genéticos son los sindromes
progeroides humanos que ocurren como consecuencia de la mutacion de un gen (59),
entre estas patologias destacamos el sindrome de Werner (60), sindrome de Bloom
(61), sindrome de Rothmund-Thomson (62) y sindrome de progeria de Hutchinson-
Gilford (63). En concreto el sindrome de Hutchinson-Gilford, en el que se produce una
progeria severa, participan cambios moleculares relacionados con el envejecimiento
fisiolégico como la inestabilidad del genoma, el acortamiento de los telomeros y una
homeostasis defectuosa de las células madre, sin embargo, en estos pacientes se
aceleran estos cambios induciendo el envejecimiento precoz (64).

En los ultimos afnos, se han realizado diferentes estudios que ayudan a explicar
la genética de la longevidad humana, identificando polimorfismos en genes que
codifican proteinas que influyen en determinadas vias de un organismo modelo vy
afectan ala esperanza de vida, estos genes pueden participar en los diferentes procesos
que determinan el envejecimiento como son: la resistencia al estrés oxidativo, en la
reparacion del ADN, en la funcion mitocondrial, en el acortamiento de los telémeros, en
el control del ciclo celular, entre otros (65-67). Actualmente, la base de datos GenAge

(68) proporciona mas de 300 genes relacionados con el envejecimiento y LongevityMap
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(69) contiene mas de 500 entradas indicando genes, loci y variantes estudiadas en el
contexto de la longevidad humana y el envejecimiento saludable.

Dos de los genes que se han relacionados con la longevidad en diferentes
estudios son APOE y FOXO3 (67).

El gen de la apolipoproteina E (APOE) codifica uno de los tres alelos comunes
€2, €3 y g4, producido a partir de la combinacion de dos SNPs no sinénimos. El primer
estudio que se realizé en centenarios en 1994 encontré una frecuencia baja del alelo ¢4
y alta del alelo €2 (70). La variante €4 se asocia con un riesgo elevado de enfermedades
relacionadas con el envejecimiento entre las que se encuentra la arterioesclerosis (71).
Las personas portadoras del alelo ¢4 presentan niveles mas bajos de APOE y mas
elevados de colesterol total (CT) y lipoproteinas de baja densidad (c-LDL), lo que supone
un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (71, 72). Un meta-analisis basado en 30
estudios e incluyendo un total de 11.800 pacientes con enfermedad coronaria concluyo
que el genotipo e4/¢4 se asocia con un aumento del 45% del riesgo de patologia
coronaria en pacientes caucasicos, mientras el alelo €2 se asocié con una disminucién
del 16% del riesgo (73). Los japoneses centenarios tienen una frecuencia de alelo 4
extremadamente baja (74). Estudios posteriores establecen una relacién entre €2/g2 y
la longevidad en poblaciones del sur de Europa (75).

Los factores de transcripcion del grupo O (FOXO) son indispensables en la via
de sefializacién de la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1),
conocida como via IS (sefializacién de insulina/IGF-1), implicada en el fendmeno de la
longevidad (76). Determinadas mutaciones en genes que participan en la via IS indica
que los factores de transcripcion FOXO son cruciales para la longevidad, al regular la
expresion de genes relacionados con el metabolismo, el estrés oxidativo, la apoptosis y
otros procesos metabdlicos (77). Los mamiferos tienen cuatro genes FOXO: FOXO1,
FOXO3, FOX0O4 y FOXO6. Diversos estudios han mostrado la asociacion del gen

FOXO3 con la longevidad (78-80), el primero realizado en 8.006 estadounidenses de
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ascendencia japonesa pertenecientes al Hawaii Lifespan Study (81), donde se demostré
una fuerte asociacion entre ambos, a su vez las personas con mas longevidad mostraron
un envejecimiento mas saludable, con una menor asociaciéon a enfermedades
cardiovasculares y cancer. En un estudio reciente, del Kuakini Honolulu Heart Program,
se identificaron todos los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) de FOXO3,
mostrando que 41 de ellos estaban asociados a la longevidad, incluyendo en la
poblacion de estudio 187 estadounidenses con ascendencia japonesa mayores de 95
anos (82). Los investigadores muestran puntos de contacto de FOXO3 con 46 genes
vecinos en el cromosoma 6, de modo que cuando este factor de transcripcion se activa
por estrés celular se visualiza el movimiento hacia estos genes, considerando que
ademas de su papel como factor de transcripcion que regula la expresion génica en todo
el genoma puede regular genes vecinos, convirtiéndose en un centro de envejecimiento
(82).

Sin embargo, los mecanismos que explican el proceso del envejecimiento aun
no estan claros, pudiendo ejercer un papel clave las herramientas genéticas para
explicar las diferencias interindividuales observadas en la poblacion. Los factores
implicados en el resultado final son multiples, influyendo los factores ambientales,
factores hereditarios, factores intrinsecos y extrinsecos o los factores estocasticos,
pueden inducir alteraciones genéticas y epigenéticas causando una disminucién en la
funcion de las células madre somaticas, y como consecuencia inducir una disfuncién
metabdlica y desarrollando enfermedades como diabetes mellitus, obesidad o
enfermedades autoinmunes; en segundo lugar, patologias degenerativas, como
demencias, infarto cerebral o alteraciones del movimientos; y por ultimos aparicion de

cancer o envejecimiento en los individuos.
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Figura 3. Factores genéticos y envejecimiento. Adaptado de Rodriguez-Rodelo et al
(53).
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4. ENVEJECIMIENTO Y ESTADO PROINFLAMATORIO CRONICO.

El envejecimiento se asocia al desarrollo de un estado proinflamatorio crénico
de bajo grado, caracterizado por un incremento en los marcadores inflamatorios en
células y tejidos, convirtiéendose en un factor clave para la aparicién de multiples
enfermedades cronicas relacionadas con la edad, entre las que se encuentra la
enfermedad cardiovascular (83), el cancer (84), la enfermedad renal (85), la demencia
(86) o la depresion (87), y favoreciendo la discapacidad en las actividades diarias, la
fragilidad y la muerte prematura (88).

El estado proinflamatorio se define por niveles elevados de determinados
marcadores como son IL-1, IL-6, IL-8, proteina C reactiva (PCR), IFN-a, IFN-B, factor
de necrosis tumoral (TNF), sus receptores solubles (receptores TNF 1A y 1B) y amiloide

A sérico, encontrando a su vez niveles elevados de estos parametros en la mayoria de
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los ancianos (89). Por este motivo, la inflamacién se considera un marcador de
envejecimiento acelerado y se constituye como uno de los pilares de la biologia del
envejecimiento (90).

El principal estimulo inflamatorio son moléculas endégenas alteradas resultantes
de células o tejidos dafados reconocidos por el sistema inmunoldgico que promueve su
eliminacion, produciéndose una disminucion de este fendmeno defensivo en la vejez y
favoreciendo la aparicion o progresion de enfermedades cronicas (91).

Por otro lado, la inflamacion ha sido seleccionada evolutivamente como
mecanismo defensivo en las infecciones, previniendo el cancer y reparando los tejidos
dafnados. Su efecto es positivo si se activa de manera transitoria, tras un despliegue
rapido, respondiendo de forma adecuada, eliminando el problema y retrocediendo al
estado de reposo inicial; sin embargo, el problema surge cuando la inflamacién se
convierte en un proceso crénico (92).

Entre las citoquinas proinflamatorias, la IL-6 esta implicada de forma notable en
la enfermedad vascular asociada a la edad, correlacionandose sus mayores niveles con
una mayor discapacidad y mortalidad en personas mayores (93). Los niveles de PCR
se asocian con una mayor rigidez arterial en ancianos (94) y la proteina quimiotactica
de monocitos 1 (MCP-1) tiene una mayor expresién en la intima arterial engrosada de
los vasos de los adultos mayores comparada con los jovenes (95).

Como sabemos, la arterioesclerosis se origina por una acumulacién de particulas
de c-LDL oxidadas en el endotelio de la pared arterial, desencadenando una respuesta
inflamatoria que conduce a una progresion de la aterogénesis. Los monocitos migran
hasta la intima de la pared vascular se diferencian en macréfagos y posteriormente en
células espumosas liberando citoquinas que atraen diferentes células inflamatorias que
promueven la arterioesclerosis, la cual evoluciona en el tiempo desde la disfuncién
endotelial hasta el desarrollo de complicaciones trombéticas (96). En este entorno
proinflamatorio las células del musculo liso vascular sufren dafio en su ADN y junto con

un acortamiento de los telémeros, se constituyen como marcadores de senescencia,
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produciendo una pérdida de la proliferacién celular y favoreciendo la apoptosis (97). Por
lo tanto, la inflamacion crénica podemos considerarla tanto un factor de riesgo como un
mecanismo patogénico de enfermedad cardiovascular.

Estudios longitudinales demuestran que niveles elevados de marcadores
inflamatorios como IL-6, TNF-a. 0 PCR son predictores de riesgo independientes de
enfermedad cardiovascular en adultos jovenes y poblaciéon mayor (98). El factor de
transcripcion NF-xB, considerado como el regulador de multiples moléculas
inflamatorias, presenta en estudios realizados en humanos una mayor expresion vy
actividad en las células endoteliales de adultos mayores comparadas con adultos
jévenes (99). Este proceso se relaciona claramente con el desarrollo de disfuncién
endotelial. Existe una interaccion entre la inflamacion y el estrés oxidativo, ROS y H202,
producidos por las células endoteliales y musculares de las arterias, activan factores de
transcripciéon como NF-kB que aumenta la expresion génica de citoquinas (IL-1, IL-6,
TNF), moléculas de adhesiéon (VCAM, ICAM) o enzimas proinflamatorias (iNOs, COX-
2) favoreciendo la senescencia vascular (100).

Por otro lado, de forma experimental en ratones, se observd que la inhibicién
funcional de la sefalizacion endotelial de NF-kB previno el desarrollo de resistencia a la
insulina y de senescencia vascular relacionada en la edad, con una disminucion del
estrés oxidativo, un aumento del flujo sanguineo muscular y una actividad fisica
mejorada (101).

Una de las intervenciones que modifica la longevidad en modelos animales es la
restriccion caldrica, asociada con una reduccion de los biomarcadores inflamatorios,
produciendo una disminucién de ROS y consecuentemente reduciendo la activacion del
factor de transcripcion NF-xB (102). Por esto motivo, la restriccion dietética reduce el
riesgo de enfermedad cardiovascular en modelos animales y en humanos (103).

Modular la inflamacién es una estrategia prometedora en la prevencién de la

enfermedad cardiovascular y al mismo tiempo frenar el deterioro de la salud producido
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por el envejecimiento, aunque lo mas probable es que la inflamacion solo se pueda
modificar en una etapa inicial en la que los mecanismos compensadores del organismo
no se agoten. No obstante se precisan mas evidencias que estudien la influencia de la
inflamacién sobre el desarrollo de enfermedad cardiovascular, multimorbilidad,
discapacidad y fragilidad (92) y si modulando dicha inflamacion se puede mejorar el

prondstico y la evolucion de las mismas.

Figura 4. Estado proinflamatorio crénico. Diferentes mecanismos de accion de la
inflamacién, factores asociados al envejecimiento y las enfermedades crénicas.
Adaptado de El Assar et al (104).
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5. ENVEJECIMIENTO Y ESTRES OXIDATIVO.

Todas las células aerdbicas producen especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
(RONS) que juegan un papel fundamental en el desarrollo del envejecimiento y las
enfermedades relacionadas con la edad (105). La teoria del envejecimiento por el estrés
oxidativo (106) se basa en la hipdtesis segun la cual, el dafio estructural de la pérdida
de las funciones asociadas a la edad se debe a la acumulacién de dafio oxidativo por
las RONS en lipidos, proteinas y ADN que induce el proceso de senescencia celular.

Existen fuentes enddgenas y exdgenas de RONS. Entre las enddgenas
destacamos NADPH oxidada como fuente predominante del radical superdxido (Oy) y
el ion hidroxilo (OH’), que reaccionan fundamentalmente con los fosfolipidos de las
membranas celulares y las proteinas. El éxido nitrico (NO) producido por tres isoformas
de 6xido nitrico sintetasa (NOS); destacando la isoforma endotelial (eNOS), relacionada
con la vasodilatacién y la regulacion vascular. EI NO puede reaccionar con O, y formar
una nueva molécula reactiva, el peroxinitrito (ONOQO"). Entre las fuentes exégenas de
RONS destacan: contaminacion, tabaco, alcohol, metales pesados, farmacos,
radiacion, etc., metabolizandose dentro del organismo en radicales libres. Como ya
hemos comentado, el dafio celular se produce en lipidos, proteinas y ADN, provocando
la aparicion de proteinas carboniladas, en segundo lugar, productos de peroxidacién
lipidica, destacando LDL-oxidadas y, por ultimo, mutaciones en el ADN (107).

Para proteger los sistemas bioldgicos de la toxicidad de los radicales libres
disponemos de antioxidantes endoégenos y exdgenos. Los antioxidantes enddgenos
incluyen vias enzimaticas como superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa (GPx); junto a otros antioxidantes no enzimaticos como la bilirrubina, la
albumina o el acido urico. Entre los antioxidantes exdgenos destacamos: acido
ascorbico, tocoferol, fenoles, lecitinas, selenio, zinc y determinados farmacos como la

acetilcisteina (108).
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El estrés oxidativo es consecuencia del desequilibrio entre la formacion y la
eliminacion de las RONS. Dicho desequilibrio puede deberse a una sobreproduccioén o
alteracioén en la capacidad para eliminar o neutralizar dichas particulas, y posteriormente
reparar el dafo causado (109), todo ello desencadena el fendmeno de senescencia
celular.

Las células senescentes adquieren un fenotipo, denominado fenotipo secretor
asociado a la senescencia, que implica la secrecion de factores como interleucinas o
factores de crecimiento, de enzimas degradantes como metaloproteasas de matriz y de
proteinas insolubles. Al interaccionar con RONS incrementan la produccion de IL-1B que
conduce a un estado proinflamatorio, aumentando la actividad de NF-«xB, induciendo la
expresion de metaloproteasas de matriz o inhibiendo la actividad de las proteinas FOXO
entre otros mecanismos, lo cual favorece la senescencia celular (110).

Debido a la estrecha relacion entre el estrés oxidativo, la inflamacién y el
envejecimiento, se postulé la teoria oxidativo-inflamatoria del envejecimiento (111),
segun la cual, el estrés oxidativo crénico que aparece con la edad afecta a todas las
células, especialmente a sistemas reguladores como el sistema nervioso, endocrino e
inmunoldgico, impidiendo una adecuada homeostasis y favoreciendo el desarrollo de
patologias crénicas como la enfermedad cardiovascular (112), las enfermedades
neurodegenerativas (113), la enfermedad renal cronica (114) o el cancer (115). El
sistema inmunolégico ejerce un papel clave en el aumento de la morbimortalidad
asociada a la edad, induciendo un estado inflamatorio crénico que asociado al estrés
oxidativo crea un circulo y se retroalimenta mutuamente (111).

El estrés oxidativo esta implicado en el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular. La sintesis de NO y la oxidacion de c-LDL contribuyen directamente al
desarrollo de la aterogénesis y se constituyen como biomarcadores de estrés oxidativo
y disfuncion endotelial, pudiendo modificarse en el curso del envejecimiento (116). En
el estado fisioldgico, el NO es un regulador clave de la funcién endotelial, sin embargo,

ante la presencia de ROS, el NO se oxida convirtiéendose en ONOO", una molécula
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oxidante que induce dafio celular. La enzima mieloperoxidasa promueve la oxidacién de
c-LDL y puede limitar la disponibilidad de NO. La SOD, es la enzima responsable de
dismutar O, en H,0,, disminuyendo los niveles de O, y protegiendo la disponibilidad
de NO para mantener la funcion endotelial. La disminucidon de SOD conduce a niveles
elevados de vasoconstriccion, aumenta el dafio mitocondrial y, como consecuencia,
produce disfuncioén endotelial (117).

El envejecimiento vascular considerado como un factor invariable e inexorable
se enfoca actualmente como un proceso de intervencion para lograr un envejecimiento
saludable. De forma que investigaciones en tratamientos basados en la mejora de la

bioactividad del NO y la reduccion de la oxidacién de c-LDL podrian conseguirlo (116).

Figura 5. Estrés oxidativo y envejecimiento. Adaptado de Mufioz-Montero A. RCCV

2017 11(especial):113-119.
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Abreviaturas: SOD: superéxido dismutasa, H,O,: peréxido de hidrégeno, OH': ion hidroxilo, CAT: catalasa, GPx: glutation
peroxidada, GSH: glutation reducido, GSSG: glutation oxidado, ROS: especies reactivas de oxigeno,
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6. RIESGO CARDIOVASCULAR Y ENVEJECIMIENTO.

Un estilo de vida saludable proporciona un beneficio para la salud, pudiendo
incluso modificar el riesgo cardiovascular desde edades tempranas (118). Modular los
diferentes factores ambientales que definen la enfermedad cardiovascular determina el
desarrollo y la progresion de esta patologia, incluso en pacientes con edad avanzada.
Dicha intervencion nos permitira tener un envejecimiento saludable, aumentando la
esperanza de vida y retrasando la aparicion de complicaciones propias de la patologia
vascular (119). Estudios previos realizados en nuestro grupo, demuestran que una dieta
rica en acidos grasos monoinsaturados mejora el estrés oxidativo posprandial en
pacientes con SMet, respaldando las recomendaciones de consumir este tipo de dieta
como herramienta util para prevenir las enfermedades cardiovasculares (120).

Otro de los componentes del estilo de vida, la realizacién de ejercicio fisico de
forma regular, en una poblacion con edad avanzada, permitirda mejorar su salud
vascular, revirtiendo los efectos propios del envejecimiento y preservando la reserva
funcional en los pacientes ancianos. Las evidencias demuestran que incluso una minima
cantidad de ejercicio fisico moderado diario aumenta la longevidad (121).

Los beneficios a nivel vascular del ejercicio fisico incluyen una mejoria en la
vasodilatacion endotelial, una reduccion de la rigidez arterial y permiten disminuir el
riesgo cardiovascular en poblacion anciana (122). En un estudio experimental en
animales envejecidos, se observd una mejoria en la funcién endotelial en el momento
en el que tuvieron acceso al ejercicio fisico regular, evidenciandose un aumento en la
expresion y activacion de eNOS preservando la biodisponibilidad de NO, junto con una
estimulacion de la actividad de SOD y una reduccion en la expresion de NADPH oxidasa
(123).

Por otro lado, adoptar una dieta saludable es una de las estrategias de
intervencion para prevenir los efectos perjudiciales consecuencia del envejecimiento, y

poder reducir la morbilidad asociada al mismo. En modelos animales, la restriccion
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caldrica ejerce a nivel vascular un efecto protector, mejorando la tolerancia a la isquemia
del miocardio y retardando la senescencia cardiaca al atenuar el dafio oxidativo (124).
En un estudio experimental se demostré que la restriccion calérica redujo un 30% el
grosor de la arteria carétida en animales envejecidos, junto a una disminucion en la
produccion de O, y un aumento en la expresion de NADPH oxidada, SOD y catalasa
(125). Estudios realizados por nuestro grupo muestran que el consumo crénico de una
dieta mediterranea disminuye la activacion de NF-kB en las células mononucleares
(126, 127), al mismo tiempo, el consumo de esta dieta tiene un efecto protector contra
la generacién de radicales libres mediante la disminucion del estrés oxidativo
posprandial, influyendo en el desarrollo de las enfermedades asociadas al
envejecimiento como las enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (128).

En la actualidad esta hipétesis no ha sido del todo confirmada en humanos, es
plausible que la restriccion caldérica aumenta la biodisponibilidad de NO, reduce la
generacion de ROS, activa la via de respuesta antioxidante y ejerce efectos
antiinflamatorios, permitiendo modular la progresién de la patologia vascular asociada
al envejecimiento (129). Sin embargo, si esta bien establecido el papel de un modelo de
dieta saludable de tipo mediterraneo para favorecer un envejecimiento saludable.

Finalmente, destacar que la suplementacién con determinados compuestos
sintéticos que tienen efectos antioxidantes o antiinflamatorios podria plantearse como
beneficioso para prevenir o revertir la disfuncion en el envejecimiento. Sin embargo, los
estudios sugieren que los habitos alimentarios saludables, que implican una mayor
ingesta de antioxidantes naturales o potenciar los antioxidantes enddgenos seria mas
beneficioso para la patologia vascular, ya que el estado antioxidante es mas eficaz que
la adiccion exogena de antioxidantes. Entre estas medidas se incluye la adopcion de
una dieta mediterranea, complementada con aceite de oliva y frutos secos, la cual
disminuye la incidencia de enfermedad cardiovascular (126, 130, 131).

Al comprender los mecanismos moleculares y celulares subyacentes al

envejecimiento, obtenemos un conjunto de factores sobre lo que poder actuar para
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prevenir o retrasar la disfuncion vascular asociada. Entre los mecanismos principales
destacamos la inflamacion y el estrés oxidativo. En definitiva, cambios en el estilo de
vida, como una alimentacion saludable o el ejercicio aerébico en poblacion envejecida

permite conseguir este objetivo, reduciendo el riesgo de enfermedad cardiovascular.

7. MEDICINA DE PRECISION.

El término Medicina de Precision se ha generalizado en los ultimos afios, siendo
su objetivo principal estratificar a los pacientes segin una amplia variedad de datos
personales, incluyendo informacién clinica, estilo de vida, caracteristicas genéticas y
diferentes biomarcadores, permitiendo complementar a los clasicos signos y sintomas
que definen las diferentes patologias (132).

Al realizar una Medicina de Precision nos centramos en diferentes objetivos, en
primer lugar, los resultados obtenidos a través de las estrategias de tratamiento
personalizados, las cuales incluyen el proceso de prescribir a cada paciente un
tratamiento especifico y dirigido, segun las necesidades individuales de cada uno,
valorando en todo momento las caracteristicas fenotipicas, psicosociales, genéticas y
la presencia de determinados biomarcadores (133). En segundo lugar, nos centramos
en el propio proceso, considerando esta medicina como un modelo que integra diversos
datos que permite estratificar a los pacientes en subgrupos con una base comun pero
diferente susceptibilidad a una enfermedad en particular, ofreciendo soluciones
terapéuticas mas precisas (134).

Las visiones de la Medicina de Precision enfatizan la importancia de un enfoque
continuamente actualizado y el desarrollo de herramientas informaticas para ayudar a
los sanitarios a interpretar datos y adaptar decisiones en el tratamiento de forma
individualizada (135). El grupo de trabajo de la Iniciativa por la Medicina de Precision en

EE. UU. concluy6 que una mejor comprension del inicio y progresion de la enfermedad,
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la respuesta al tratamiento y los resultados de salud conduciran a diagndsticos mas
precisos, estableciendo unas estrategias de prevencion de patologias racionales,
seleccionando mejor los tratamientos y desarrollando nuevas terapias.

Por lo tanto, se pueden crear modelos que combinen multiples variables
predictoras y nos permitan estimar la probabilidad de resultados o de eventos clinicos
particulares, ya sea en ese mismo tiempo (modelo de diagndéstico) o en el futuro (modelo
de prondstico). Uno de los puntos mas importantes para la construccion de un modelo
es la seleccion correcta de las variables que lo constituyen. Debemos elegir métodos
estadisticos para crear estos modelos, dando como resultado un algoritmo de prediccion
clinica que pronostica un resultado clinicamente relevante o define variables

predictoras, siendo el objetivo final mejorar la atencion del paciente (136).
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Hipotesis

Una de las grandes ambiciones de la medicina actual radica en intentar
personalizar el manejo diagndstico y terapéutico de cada individuo permitiendo obtener
una mayor eficiencia en nuestra actuacion médica. En los ultimos afios, hemos sido
testigos de un importante avance en este sentido, debido a progresos en el conocimiento
y a la tecnologia surgida tras la secuenciacién del genoma humano, hecho que ha
propiciado el desarrollo de distintos test genéticos y aplicaciones informaticas e-Health,
las cuales, aunque no exentas de limitaciones, han cambiado nuestra asistencia diaria
de los pacientes, sobre todo en algunas disciplinas dentro de ese concepto de Medicina
Personalizada y Medicina de Precision.

Al mismo tiempo, se ha producido un aumento progresivo en la esperanza de
vida en los paises industrializados, con el consiguiente impacto sanitario, asociado a un
alto coste economico, social y humano. Actualmente, no disponemos de una
herramienta con una base cientifica sélida que evalue el grado de envejecimiento de un
paciente con enfermedad cardiovascular y nos permita estratificarlo para posteriormente
realizar recomendaciones personalizadas que mejoren su bienestar y optimicen el gasto
sanitario.

Nuestra hipétesis pretende demostrar si el desarrollo de una herramienta
tecnoldgica e-Health permite evaluar y graduar el grado de senescencia en pacientes
con enfermedad cardiovascular establecida basados en aspectos clinicos, bioldgicos y
genéticos del paciente. La hipotesis nula seria que dicha herramienta no permitiera

establecer el grado de envejecimiento bioldgico.
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Objetivos

1. OBJETIVO PRINCIPAL

Desarrollar una plataforma tecnoldgica e-Health que permita evaluar y graduar el
grado de envejecimiento biolégico en pacientes con alto riesgo cardiovascular en base
al perfil clinico y biolégico del paciente.

Para desarrollar dicha plataforma analizaremos el patrén de senescencia medido
por la longitud de los telomeros, parametros bioquimicos y fenotipicos tradicionales
(edad, género, indice de masa corporal, circunferencia de la cintura, presién arterial
sistélica, presion arterial diastdlica, frecuencia cardiaca, colesterol HDL, triglicéridos en
ayunas, PCR-us y HOMA-IR), biomarcadores de respuesta inflamatoria (PCR-us,
proteina quimiotactica de monocitos-1, IL-6, IL-1B, TNF-a, adiponectina, resistina y
leptina) y biomarcadores de estrés oxidativo (6xido nitrico, productos de peroxidacién
de lipidos, proteinas carboniladas, catalasa, glutation total, glutatién reducido, glutation
oxidado, superdxido dismutasa y glutation peroxidado), en una poblaciéon con
enfermedad cardiovascular establecida de la cohorte del estudio CORDIOPREV

(NCT00924937).

2. OBJETIVO SECUNDARIO

Evaluar la relacion del envejecimiento bioldgico y su interacciéon con determinados

polimorfismos localizados en el gen FOXO3 (rs2764264 y rs2802292), en la misma

poblacion de pacientes con enfermedad cardiovascular establecida.
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Poblacion, disefio y metodologia

1. DISENO DEL ESTUDIO.

Nuestro trabajo se ha realizado en el marco del estudio CORDIOPREV
(NCT00924937). Este estudio es un ensayo clinico, prospectivo, aleatorizado, simple
ciego que incluye a 1002 pacientes con enfermedad coronaria establecida en
prevencion secundaria. El objetivo principal del estudio es evaluar la eficacia de una
dieta mediterranea rica en aceite de oliva en comparacion con una dieta baja en grasas
para valorar mortalidad y prevenir nuevos eventos cardiovasculares en pacientes con
patologia coronaria previa.

Los pacientes fueron reclutados desde noviembre de 2009 hasta febrero de 2012,
procedentes del Hospital Universitario Reina Sofia, junto a otros hospitales de la
provincia de Cérdoba y Jaén. El CORDIOPREV ha sido disefiado y realizado por el
grupo de Nutrigendmica-Sindrome Metabdlico del Instituto Maimonides de Investigacion
Biomédica de Coérdoba. Los detalles del estudio se encuentran en la web
clinicaltrials.gov, ya publicadas con anterioridad (137). El protocolo del ensayo y todas
sus enmiendas han sido aprobadas por el comité ético del Hospital Universitario Reina
Sofia siguiendo las indicaciones de la Declaracion de Helsinki y el codigo de buenas

practicas clinicas.

2. POBLACION DEL ESTUDIO.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron aquellos casos que tenian edades
comprendidas entre 20 y 75 afios, y hubiesen tenido un evento coronario de mas de 6
meses de evolucion respecto a la fecha de su inclusion en el estudio, tras aceptar un
periodo de seguimiento de 5 afios de duracion. Los criterios de inclusién y exclusion se

describen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios de inclusién y exclusion del estudio CORDIOPREV. Modificado de
Delgado- Lista J. Am Heart J. 2016;177: 42-50.

CRITERIOS DE
INCLUSION

CRITERIOS DE
EXCLUSION

- Firma del consentimiento informado aprobado por el
Comité de ética del Hospital Universitario Reina Sofia.
- Sindrome coronario agudo:
Infarto agudo de miocardio
Angina inestable
- Enfermedad coronaria crénica de alto riesgo.

- Edad < 20 o > 75 afios (o esperanza de vida inferior a 5
anos).

- Pacientes con una revascularizacion programada con < 6
mese antes de su inclusion en el ensayo.

- Grado II-IV de insuficiencia cardiaca. Disfuncion
ventricular izquierda con una FEVI < 35%.

- Incapacidad o impedimento para seguir el protocolo.

- Pacientes con DM2 severa o no controlada, o aquellos
con insuficiencia renal con creatinina plasmatica > 2 mg/dI.
- Otras patologias crénicas: enfermedades psiquiatricas,
insuficiencia renal crénica, hepatopatia crénica, neoplasia
activa, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y
enfermedades digestivas.

- Participacion en otros estudios.

El diagrama de flujo de los pacientes del estudio CORDIOPREV (137) se

muestra en la Figura 6. Las variables utilizadas para la aleatorizacién fueron: 1) genero

(hombre/mujer); 2) edad (< 60 anos/ > 61 afos) y 3) historia de infarto agudo de

miocardio previo (si/no). Con las diferentes combinaciones de estas tres categorias se

crearon 8 grupos con los que se aleatorizaron los pacientes en los 2 grupos de

intervencion. Este proceso se realiz6 en la Escuela Andaluza de Salud Publica, expertos

en el proceso de aleatorizacién de pacientes en estudios de intervencion. La dieta

asighada a cada paciente fue comunicada telefénicamente utilizando un sistema de
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codificacién indicado por el grupo de la Escuela de Salud Publica, para mantener el

simple ciego.

Figura 6. Diagrama de flujo de pacientes del estudio CORDIOPREV. Modificado y
adaptado de Alcala-Diaz JF. PLoS One. 2014;9 (5): €96297.

en screening
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500 asignados a la 502 asignados a la
dieta pobre en grasa dieta mediterranea

Para el presente analisis se seleccionaron aquellos pacientes que cumplian el
mayor numero de criterios de Sindrome Metabdlico (> 4 criterios) del total de la
poblacién del estudio. Para la definicion de SMet utilizamos los criterios definidos por la

ATP IlI-NCEP en su version modificada (138), los mostramos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Criterios de sindrome metabdlico definidos por ATPIII-NCEP. Grundy SM.

PARAMETROS VALORES

Perimetro de cintura elevado* Definiciones especificas en funcién de
variaciones raciales

TGs elevados o tratamiento farmacologico > 150 mg/dL
para la hipertrigliceridemia +

c-HDL bajo < 40 mg/dL en hombres
< 50 mg/dL en mujeres
Presion arterial elevada o tratamiento TAS > 130 mmHg
farmacologico en un paciente con HTA y/o

TAD > 85 mmHg

Glucemia basal alterada o tratamiento

, . . . x > 100 mg/dI
farmacoldgico para la hiperglucemia

Abreviaturas: c-HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta-densidad, TGs: triglicéridos, HTA: hipertension arterial.

*Se recomienda el uso de los puntos de corte de IDF para sujetos no europeos: H>90 cm, H >80 cm; e indistintamente
los puntos de corte de la IDF o de la AHA/NHLBI para personas europeas

L Los farmacos mas frecuentemente usados para el tratamiento de la hipertrigliceridemia son los fibratos y los acidos
grasos w-3 a altas dosis.

© La mayor parte de los pacientes con DM2 tendra el SMet por los criterios definidos.

Los andlisis se realizaron en los pacientes de los que disponiamos de todas las
variables clinicas, antropométricas, biomarcadores y longitud de teldmeros necesarias
para realizarlo, en total n = 353 pacientes. El diagrama de flujo de la seleccién de los

pacientes lo mostramos en la Figura 7.
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Figura 7. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos en nuestro analisis.
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3.- EVALUACION DE VARIABLES GENERALES.

Al inicio del estudio y en cada visita anual, dietistas experimentadas recogieron
varios cuestionarios con datos sociodemograficos y diferentes variables sobre el estilo
de vida de los pacientes. La actividad fisica y la actividad de tiempo libre se evaluaron
por la version espafnola validada del “Minnesota physical activity questionnaire” (139).

Durante la valoracién basal de los pacientes incluidos en el estudio, el equipo
médico, formado por especialistas en Medicina Interna, realizé un cuestionario clinico,
incluyendo la anotacion de la medicacion prescrita, realizé una exploracion fisica y se

firmaron los consentimientos informados.
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4.- EVALUACION ANTROPOMETRICA.

El peso y la estatura se midieron por dietistas utilizando una bascula (BF511
Body Composition Analyzer/Scale, OMROM, Japén) y un tallimetro calibrados (Seca
242, HealthCheck Systems, Brooklyn, NY), respectivamente. La circunferencia de la
cintura se midié a mitad de camino entre la ultima costilla y la cresta iliaca usando una
cinta antropométrica. El indice de masa corporal se calculé como el peso por metro
cuadrado (Kg/m2). Las medidas se tomaron tanto al inicio del estudio como en el

seguimiento.

5.- DETERMINACIONES ANALITICAS.

Las determinaciones bioquimicas de los pacientes se obtuvieron después de un
ayuno de 12 horas, al comienzo del estudio y una vez al afio durante el periodo de
seguimiento. Se tomaron muestras de sangre venosa, para analizar niveles de insulina,
glucosa, lipidos y lipoproteinas, de la vena antecubital y se recogieron en tubos
vacutainer que contenian EDTA y se separé el suero de los globulos rojos por
centrifugacion a 1.500 x g durante 15 minutos a 4°C y se congel6 a — 80°C
inmediatamente. En el presente trabajo, hemos utilizado la informacién sobre
parametros bioquimicos obtenidos en el tiempo basal.

Los parametros séricos se midieron en analizadores Architect c-16000 (Abbott®,
Chicago, IL, EE. UU.), utilizando las siguientes técnicas espectrofotométricas: el método
de hexoquinasa para glucosa y oxidacién-peroxidacién para colesterol total, lipoproteina
de alta densidad (c-HDL) y triglicéridos (TG). La concentracion de lipoproteinas de baja
densidad (c-LDL) se calculé mediante la ecuacién de Friedewald (140). La proteina C
reactiva ultrasensible (PCR-us) se determiné mediante ELISA de alta sensibilidad

(BioCheck, Inc, Foster City, CA, EE. UU.). El indice HOMA-IR (glucosa en ayunas
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(mg/dL) x insulina en ayunas (mU/L) /22.5) se considera una medida fiable de la

resistencia a la insulina.

5.1 Determinacion de biomarcadores inflamatorios.

Las concentraciones plasmaticas o séricas de IL-6, IL-1B, TNF-a, proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), adiponectina, resistina y leptina se determinaron
con kits comerciales ELISA de ensayos inmuno-absorbentes ligados a enzimas

disponibles (R & D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.).

5.2 Determinacion de biomarcadores oxidativos.

Los niveles plasmaticos de los productos de peroxidacion lipidica (LPO; uM/L)
se determinaron utilizando el kit Bioxytech® LPO-586 (OxisResearch®, Portland, EE.
UU.). Las concentraciones plasmaticas de 6xido nitrico (ONx; uM/L) se obtuvieron como
la suma de las concentraciones de nitrito y nitrato utilizando el kit comercial Cayman
Chemical Nitrate / Nitrite colorimetric (Cayman-Chemical Company, Ann Arbor, MI, EE.
UU.). La determinacion de glutation total (tG; mM/mg.Hb), el glutatién reducido (GSH,;
mM/mg.Hb) y la relacién GSH/GSSG se midieron en muestras de plasma utilizando los
kits BIOXYTECH® GSH-420, GSH-400 y GSH/GSSG-412, respectivamente
(OxisResearch®, Portland, EE. UU.). Los niveles de glutatién oxidado (GSSG;
mM/mg.Hb) se calcularon restando GSH del glutation total. La actividad de glutatién
peroxidada (GPx; Ul/mg.Hb) se midié en muestras de plasma usando el kit de ensayo
de glutatiéon peroxidasa (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE. UU.). Este ensayo se
basa en el método descrito por Flohe y Gunzler (141). La actividad de catalasa
(U.Actividad/mg.Hb) se midié espectrofotométricamente (espectrofotometro UV-1603,
Shimadzu) en muestras de plasma, segin Aebi (142), registrando la velocidad de

descomposicién de H,O, a 240 nm. La actividad de superéxido dismutasa (SOD;
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U.Actividad/mg.Hb) se determiné en muestras de plasma mediante ensayo colorimétrico
(SOD-525TM de Bioxytech®, OxisResearch®, Portland, EE. UU.). El contenido de
proteinas carboniladas (PC; nM/ml) se realizé en muestras de plasma usando el kit
comercial Cayman Chemical Protein Carbonyl® (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.
uu.).

Todas las determinaciones de estrés oxidativo se analizaron en el Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Coérdoba.

6. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA LONGITUD RELATIVA DE LOS

TELOMEROS POR PCR.

La longitud relativa telomérica (RTL) se determiné al comienzo del estudio, en el
tiempo basal, utilizando el método Cawthon (143) por reacciéon en cadena de la
polimerasa (q-PCR) en tiempo real. Estimamos la proporcion relativa de ampliaciéon de
repeticion de telémero normalizado frente a un gen de mantenimiento, el gen RPL13a
de la proteina ribosémica del Homo sapiens L13a; S, para todas las muestras. Los
resultados para cada PCR se normalizaron a una curva estandar, construida utilizando
una muestra de referencia de ADN. Las curvas estandar para los teldmeros y las PCR
gendmicas consistieron en ocho estandares de referencia de ADN (1-25 ng).

Todas las PCR se realizaron por duplicado con el uso de un termociclador iQ5
(Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, CA, EE. UU.) Y el kit SensiFAST ™ SYBRLo-ROX
(Bioline, Londres, Reino Unido). El coeficiente de variacion fue del 3,5% para el numero
de copias repetidas de los telomeros y del 2,2% para el gen de mantenimiento. El perfil
del termociclador para ambas ampliaciones comenzé con una incubacion de 95 °C
durante 3 minutos para activar la polimerasa, seguido de 40 ciclos de 95 ° C durante 5
segundos, 54 ° C durante 15 segundos. La composicion de la mezcla de reaccion fue

idéntica excepto por los cebadores oligonucleotidicos: 20 ng de ADN de plantilla, 1 x
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SensiFAST™ SYBR Lo-ROX, cebador inverso 200 nM y cebador directo 200 nM. La
siguiente secuencia corresponde a los cebadores utilizados para la amplificacion

telomérica (escrito 5'3'):

TeloFw, CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT;
TeloRw, GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT;
RPL13aFw, CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA;

RPL13aRw, TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA.

7. ANALISIS GENETICO.

7.1 Aislamiento del DNA.

Se obtuvieron células sanguineas de la capa leucocitaria a partir de las muestras
de sangre periférica extraida por venopuncion y depositada en tubos de EDTA. El
aislamiento de ADN se llevo a cabo mediante el método de precipitacion salina, también
conocido como salting out (144) utilizando 10 mL de tampon Montreal-Baltimore
(sacarosa 0,32 M, Tris HCI 0,1 mM pH 7,5 MgCI2 0,025 mM, Triton X-100 al 1%), se
mezclo y centrifugd para separar la fraccion nuclear. A continuacion, el sedimento
nucleico se homogeneizé con 3 ml de tampdn de lisis de nucleos (Tris-HCI 10 mM, pH
8,2, EDTA 2 mM, NaCl 0,4 M) y SDS al 10% y proteinasa K. El ADN se precipitd con
NaCl 6 M y se lavé con etanol al 100%. Para finalizar, el ADN gendmico se extrajo y se
resuspendio en 500 ul de tampdn 1 X TE. La pureza y concentracion de ADN se evalud

por espectrofotometria usando NanoDrop Nd-2000 (ThermoFisher, Waltham, MA).

7.2 Genotipado de los polimorfismos.

El genotipado se llevd a cabo mediante la plataforma TagMan SNP OpenArray™

de Applied Biosystems (ABI) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Los ensayos
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estan disponibles en la base de datos ABI TagMan SNP genotyping. Se siguieron las
instrucciones del fabricante, cargando las muestras en arrays de genotipado para
OpenArray™, utilizando el cargador automatico AccuFill OpenArray™. Los arrays se
incubaron en un Termociclador GeneAmp PCR System 9700 de ABI (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), se hicieron ciclos térmicos, de cuatro a seis placas
simultdneamente. Cuando se completo la amplificacion, las imagenes de fluorescencia
se captaron en el OpenArray ™ TN Imager y se analizaron los datos con el software
TagMan Genotyper V 1.3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

La amplificaciéon del ADN se realizé6 en un equipo de PCR a tiempo real,
utilizando sondas TagMan® que llevan incorporados dos fluoréforos (VIC y FAM) para
cada alelo del gen, el mutado y el normal. Esto nos permitié identificar los sujetos
homocigotos para el alelo mas comun (marcados con un tipo de fluoréforo),
homocigotos para el alelo menos comin (marcado con el otro tipo de fluoréforo) y
heterocigotos (marcados con los dos tipos de fluoréforos).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

- 5 minutos a 95°C para la desnaturalizaciéon del ADN gendmico.

- 40 ciclos de:

- Desnaturalizacién del ADN gendmico a 95°C durante 30 segundos.
- 60 segundos a 60°C para la unién de los primers al ADN gendmico.
- 30 segundos a 72°C para la extension de la polimerasa.

- Las muestras se conservaron en las placas a 4°C.

Posteriormente se llevé a cabo la lectura de fluorescencia para VIC y FAM para
obtener seguidamente los datos de frecuencia alélica en cada genotipo mediante el
software especificado previamente. Para comparar nuestras frecuencias alélicas se

utilizé la base de datos T000GENOMES (http.://www.1000genomes.org/1000-genomes-

browsers).
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7.21 Genotipado de los polimorfismos rs2764264 y rs2802292

localizados en el gen FOXO3.

El gen FOXO3 que codifica el factor de transcripcion forkhead-box-03, también
conocido como FKHRL1 esta localizado en el cromosoma 6. Participa en multiples vias
celulares que regular la proliferacion, resistencia al estrés oxidativo, metabolismo,
diferenciacion celular, inflamacién, envejecimiento y apoptosis (77, 145). Este gen
presenta varios SNPs, eligiendo dos y determinando su genotipado mediante RT-PCR
a tiempo real. El cambio de nucleétido para el SNP rs2764264 es una T por una C en la
posicion 6:108934461. El cambio de nucledtido para el SNP rs2802292 es una T por

una G en la posicion 6:108908518.

- FOXO-3 (rs2764264):

TACCAGGGTAATGGTGGTCTTATAA[T/CIATGAGTTGGAAAGTGTTCCCTGTTC

- FOXO-3 (rs2802292):

TGCTCACAAGAGCTCAGGGCTGGGA[T/GJAAGCCTCTGTGTGACAGATGAAGGG

8. ANALISIS ESTADISTICO.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando SPSS® version 24.0 (IBM,
Chicago, lllinois, EE. UU.) y R versién 3.3.0. Todas las variables se analizaron para
determinar la normalidad de distribucion mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
se normalizaron cuando era necesario mediante la transformacién logaritmica (log10).
Los datos se presentan como la media + error estandar. Las variables continuas se
compararon utilizando la “t” de Student y el analisis de varianza (ANOVA) dependiendo
de la existencia de dos 0 mas grupos en cada comparacién. Cuando estas variables no
siguieron una distribucion normal, se utilizé la transformacion requerida de los datos

para el analisis. Las variables categéricas se compararon mediante la prueba de Chi-

67



Ana Maria Ortiz Morales

cuadrado. Definimos la presencia de senescencia biolégica en aquellos pacientes con
valores de RTL en el quintil inferior (RTL < 0,7629).

La regresion logistica se utilizd para calcular los coeficientes beta para aquellas
variables que pueden predecir el riesgo de senescencia bioldgica. Definiendo como
variable dependiente la presencia de senescencia biologica, e incluyendo como
covariables del modelo de regresion, las variables definidas a continuacion. Creamos
tres modelos basados en la evidencia previa (146, 147):

1) un modelo basal (edad, género, indice de masa corporal, circunferencia de la
cintura, presién arterial sistdlica, presién arterial diastélica, frecuencia cardiaca,
colesterol HDL, triglicéridos en ayunas, PCR-us y HOMA-IR).

2) un modelo extendido (modelo basal + tG + GSH + GSSG + Ratio GSH/GSSG
+ GPx + catalasa + SOD + PC + NOx + LPO + MCP-1 + TNF-a + adiponectina + IL-1
+ IL6 + resistina + leptina).

3) un modelo reducido (incluimos todas las variables del modelo basal mas
aquellas variables que permanecieron en el ultimo paso del modelo extendido: catalasa,
SOD, LPO, IL-1, resistina).

Posteriormente, se trazaron las curvas ROC calculadas para cada modelo.
Evaluamos la capacidad de prediccion del modelo para discriminar a las personas con
senescencia bioldgica de las no senescentes, utilizando el area bajo la curva (AUC) de
las diferentes curvas ROC de cada modelo. Para la validacion interna del modelo, se
estimo el grado de sobre-optimismo resultante de la evaluacion del modelo sobre los
mismos datos en los que se desarrolld, utilizando técnicas de remuestreo aleatorio
(bootstrap) del conjunto original (1000 muestras aleatorias), segun método descrito por
Collins GS et al. (148).

Finalmente, completamos nuestro analisis incluyendo a los modelos calculados
la informacién aportada por los polimorfismos del gen FOXO3 (rs2764264 y rs2802292)

como posibles variables predictoras del riesgo de senescencia biolégica, denominado
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modelo genético. Las distribuciones de los genotipos no se desviaron de las
expectativas de Hardy-Weinberg (p > 0,5). Debido a las bajas frecuencias genotipicas
de los individuos homocigotos para los alelos menores, analizamos los SNPs utilizando
dos categorias de genotipos en un modelo dominante. El desequilibrio de ligamento
involucra a dos SNPs en el mismo cromosoma y favorece que estos no se segreguen
de forma independiente, disminuyendo la probabilidad de recombinacion. Cuando esta
asociacion ocurre, solo es necesario genotipar uno de estos SNP. Los desequilibrios de
ligamiento se estimaron utilizando el programa LINKAGE (version 5.1;
http://linkage.rockefeller.edu/soft/list2.html# 1), permitiéndonos calcular los coeficientes
D’ y R2. Para el calculo del modelo genético, se defini6 nuevamente como variable
dependiente la presencia de senescencia bioldgica, y como covariables del modelo de
regresion aquellas incluidas en el modelo reducido asociando la variable del
polimorfismo (rs2802292). A continuacion, trazamos la curva ROC y utilizamos AUC

para evaluar la capacidad de prediccion de este ultimo modelo.

9. REVISION BIBLIOGRAFICA

Para la obtencién bibliografica se uso la web (http://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
conocida como PUBMED vy el motor de busqueda MEDLINE ofrecido por la Biblioteca
nacional de los Estados Unidos. Se empled a su vez el proveedor de informacién Ovid
Technologies al que se accede a través del Ovid Web Gateway. Se accedié a estas
plataformas junto con la consulta directa de determinadas revistas cientificas a través
de la Biblioteca Virtual del Servicio de Salud Publico de Andalucia
(http://www.bvsspa.es/profesionales/).

Las referencias se muestran segun el estilo Vancouver para la publicacién de

manuscritos en el ambito de las Ciencias de la Salud.
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Resultados

1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO

CORDIOPREV.

Como se ha descrito previamente en el apartado de disefio y metodologia, en el
estudio CORDIOPREYV participaban 1002 pacientes, con edades comprendidas entre
los 20 y los 75 afios y con un evento coronario de mas de 6 meses de evolucion respecto
a la fecha de inclusién en el estudio, aleatorizados 502 a una dieta mediterranea y 500
a una dieta baja en grasa. Al inicio del estudio no hubo diferencias significativas entre

ambos grupos de intervencion (137).

2.- CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN

NUESTRO SUBESTUDIO.

Para realizar nuestro analisis, de todos los pacientes se seleccionaron aquellos
que cumplian > 4 criterios de SMet y disponiamos de todas las variables clinicas,
antropométricas, biomarcadores y longitud de telomeros, 353 pacientes del total incluido
en el estudio. Las caracteristicas basales del subgrupo de pacientes incluidos en
nuestro analisis se muestran en la Tabla 3.

La senescencia bioldgica la definimos como la presencia de acortamiento de los
telomeros en funcion de los valores mas bajos de RTL determinados en nuestra
poblacion. La clasificacién en quintiles nos permite graduar nuestra cohorte segun el
grado de acortamiento de los telomeros, seleccionando aquellos pacientes con RTL mas
extremos y permitiéndonos establecer una comparacién entre los dos grupos definidos.
Aclaramos que el concepto de senescencia biolégica como equivalente a presentar
senescencia celular.

Se objetivaron diferencias significativas entre ambos grupos (senescencia
biolégica versus no senescencia bioldgica) (p <0,05), con niveles mas altos para los

valores de catalasa, SOD, IL-1, resistina y leptina en el grupo de senescencia bioldgica
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respecto al no-senescente. Los niveles de colesterol total fueron mas bajos en el grupo

de senescencia biologica.

Tabla 3. Caracteristicas basales de nuestra poblacion.

No-Senescencia Senescencia Valor

Biolbgica Bioldgica de P
N 279 74
Edad (afos) 58,6 £ 8,5 60,2 £ 8,2 0,13
IMC (kg/m?) 31+4 31+5 0,54
Perimetro cintura (cm) 1049 + 11,8 107,2 £ 12 0,13
TAs (mmHg) 139 + 21 139 + 22 0,97
TAd (mmHg) 78 £ 11 79+10 0,48
HbA1c (%) 6,5+1,1 6,6 £ 1,1 0,75
Filtrado glomerular (ml/min) 94 + 20 92 + 23 0,34
Colesterol Total (mg/dL) 160 + 32 151 £ 29 0,034*
c-HDL (mg/dL) 43+10 41+9 0,94
Triglicéridos (mg/dL) 133 £ 69 131 + 66 0,78
c-LDL (mg/dL) 89 + 26 83 +23 0,053
PCR-us (mg/dL) 3,1+£3)9 26+29 0,37
HOMA-IR 3,56+59 3,9+£58 0,6
Glutatién Total (mM/mg.Hb) x10~ 123+1,5 125+1,5 0,48
Glutatién reducido (GSH) 10,7+2,3 10,6 +2,3 0,87
(mM/mg.Hb) x10°
Glutation oxidado (GSSG) 0,002 + 0,001 0,002 = 0,002 0,31
(mM/mg.Hb)
Ratio GSH/GSSG (%) 15,4 £ 21,1 15,1+ 19 0,91
(‘ﬂll;:zg_‘;"b;’i:%’.‘sidad° (GPx) 3394235 31,6 £ 17,8 0,42
Catalasa (U.Activity/mg.Hb) x10™ 3,53+ 2,1 41829 0,034*
Superoxido dismutasa (SOD) 24 +1 26+1,1 0,049*
(U.Activity/mg.Hb)
Proteinas carboniladas(Pc) (nM/ml) 0,032 £ 0,01 0,031 £ 0,008 0,34
Oxido nitrico (NOx) (uM/L) 47,1 £ 16,7 46,6 £ 19 0,83
Productos de peroxidacioén lipidica 1,1+£04 1,1+0,5 0,58
(LPO) (uM/L)
MCP1 (pg/mL) 211,1 £ 106,5 217,1 £ 114,9 0,67
TNF-a (pg/mL) 12,8+5,9 129+7,2 0,92
IL-6 (pg/mL) 6,8 +4,1 6,7 +£3,8 0,89
IL-1B (pg/mL) 1,2+0,6 1,4+13 0,033*
Adiponectina (ug/mL) 6,7+4,3 6,5+4,5 0,76
Resistina (ng/mL) 7,4 +3,7 8,74 0,007*
Leptina (ng/mL) 19,3+ 11,8 229+14,4 0,029
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Tipo de residencia (2 grupos)% 61.5/38.5 59/41 0,68
Nivel educativo (4 grupos)% 8/22/52/18 8/22/56/14 0,87
Ingresos mensuales (3 grupos)% 19/49/32 16,5/60/23,5 0,20
Tiempo de actividad fisica 204,79+13,383 185,97+22,342 0,50

(metros.min. dia)

Abreviaturas: IMC: indice de masa corporal, TAs: tension arterial sistélica, TAd: tension arterial diastélica, c-LDL:
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad, c-HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad, HbA1c:
hemoglobina glicada, HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina, PCR-us: Proteina C reactiva de alta-sensibilidad, IL-
6: interleuquina 6; IL-1 3: interleuquina 1 beta, TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa, MPC-1: proteina quimiotactina de
monocitos 1.

Tipo de residencia 2 grupos: rural/urbano; nivel educativo 4 grupos: educacién universitaria/educacién secundaria/
educacion primaria/ninguna; Ingresos mensuales (euros/mes) 3 grupos: >1.800/ 900-1.800/< 900.

Los valores estan expresados como la media + error estandar o porcentaje. Test de Student. ANOVA. Chi-cuadrado.

*p < 0,05.

Para completar el anélisis de las caracteristicas de nuestra poblacién a estudio,
se realizé una comparativa de los farmacos utilizados en el manejo de pacientes con
enfermedad cardiovascular en ambos grupos (senescencia biolégica vs no senescencia
bioldgica), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas en ninguno de ellos.

Los resultados los mostramos en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparativa de farmacos entre subgrupos.

Farmacos No-Senescencia Senescencia Valor

Biolégica Biolégica de P
Betabloqueantes 78,9% 80,6% 0,70
IECA 53,8% 54,2% 0,37
ARAIII 25,1% 26,4% 0,12
Diuréticos 34,8% 29,2% 0,37
Antagonistas del calcio 18,6% 22.2% 0,48
Hipolipemiantes 91,4% 87,5% 0,27
Fibratos 2,9% 2,7% 0,94

Abreviaturas: IECA: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. ARA II: antagonistas de los receptores de
angiotensina Il.

Los valores estan expresados en porcentajes. Chi-cuadrado.

*p <0,05.
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3. FACTORES PREDICTORES DE RIESGO BIOLOGICO DE SENESCENCIA.

Al inicio del estudio 74 pacientes, un 20% de nuestra poblacion, tenia
senescencia bioldgica, segun los criterios definidos en funcién del valor de RLT en el
quintil inferior (RTL < 0,7629).

La Figura 8 representa los predictores de diagndstico de senescencia biologica
en los diferentes modelos y su area bajo la curva (AUC) de las diferentes curvas ROC
de cada modelo (149). En base a esos resultados, seleccionamos el modelo reducido
como aquel con mas eficiencia.

Por lo tanto, el riesgo de senescencia bioldgica se puede calcular como P =1/
(1 + e (=530 "donde R es el coeficiente de regresion y X es el nivel para cada factor
de riesgo. El punto de corte con mejor sensibilidad (S = 0,7) y especificidad (E = 0,74)

fue 0,233.
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Figura 8. Curva ROC de los modelos predictivos. Predictores de diagnoéstico de

senescencia bioldgica en los diferentes modelos y su area bajo la curva ROC.
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4. VALIDACION INTERNA.

El remuestreo del conjunto original (1.000 muestras aleatorias) mostré un grado
de optimismo de 0,08 para el modelo reducido, que representa la desviacion de la media
del error estandar de la estimacién en estas 1.000 muestras. Estos resultados los

representamos en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resumen de la validacion interna tras el remuestreo bootstrap del conjunto

original.
Modelo Apparent ‘in-sample’ Optimismo Bootstrapped
AUC AUC
Basal 0,6442308 0,07926560 0,5649652
Extendido 0,7469551 0,13848944 0,6084657
Reducido 0,7249199 0,08595089 0,6389690

Abreviaturas: AUC érea bajo la curva.

5. EFECTO DE LOS SNPs DEL GEN FOXO3 COMO PREDICTOR DEL

RIESGO DE SENESCENCIA BIOLOGICA.

5.1 Distribucién y frecuencia de los SNPs del gen FOXO3.

Para analizar la frecuencia y la distribucién de un SNP es importante saber si
dicha frecuencia y su distribucion es similar en otras poblaciones en las que se haya
analizado, de esta forma se eliminan diferencias étnicas que puedan intervenir en
nuestros resultados. Dentro de nuestro subanalisis se determiné la frecuencia de los
genotipos C/C, C/T y T/T para el SNP rs2764264, y los genotipos G/G, G/T y T/T para
el SNP rs2802292, todos en el gen FOXO3. Los datos de nuestros pacientes para estos
genotipos fueron comparados con los esperados siguiendo el principio Hardy-Weinberg
que se utilizé para calcular los valores de X?tal y como se refleja en la Tabla 6. Por otro
lado, también se analizaron las frecuencias alélicas de ambos SNPs, representados en
la Tabla 7. El analisis de desequilibrio de ligamiento mostro que los SNPs del gen
FOXO3 (rs2764264 y rs2802292) estaban en desequilibrio de ligamiento, con D= 0,98

y R2 = 0,79 centrando nuestros resultados en SNPs rs2802292.
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Tabla 6. Equilibrio de Hardy Weinberg para los SNPs del gen FOX03.

GENOTIPOS HW-OBS HW-ESP H-W (P)
rs2764264 C/IC 40 39 0,81
CIT 149 151
T/T 147 146
rs2802292 G/IG 55 55,9 0,84
GIT 164 162,3
T/T 117 117.9

HW-ESP: Hardy-Weinberg esperada; HW-OBS: Hardy-Weinberg observada. *Valores de P: significacion

estadistica (P<0,05) expresados mediante Chi-cuadrado.

Tabla 7. Frecuencias alélicas de los SNPs del gen FOXO3.

rs2764264 FRECUENCIA rs2802292 FRECUENCIA
ALELICA ALELICA
C 0,34 G 0,4
T 0,66 T 0,6

5.2 Evaluacién de los SNPs rs2764264 y rs2802292.

Para el analisis de los dos SNPs del gen FOXO3 los pacientes fueron agrupados
en dos grupos en funcién del alelo que presentasen. Por un lado, se constituyd un grupo
con los individuos homocigotos para el alelo mayoritario y, en contraposicion, el segundo
grupo se formé agrupando a los individuos portadores del alelo minoritario
(heterocigotos y homocigotos para el alelo minoritario). Para los dos SNPs analizados
(rs2764264 y rs2802292) no se encontraron asociaciones significativas con la RTL de

ambos subgrupos, tal y como se refleja en la Tabla 8.
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Tabla 8. Comparativa de frecuencias alélicas entre subgrupos.

Genotipos No-Senescencia Senescencia Valor

Biolégica Biolégica de P

rs2764264 T/T 45,2% 38,8% 0,33
C/TyCIC 54,7% 61,1%

rs2802292 T/T 37,3% 25,3% 0,06
G/TyGIG 62,6% 74,6%

Los valores estan expresados en porcentajes. Chi-cuadrado.
*p <0,05.

La Figura 9 representa la curva ROC resultante del modelo de prediccién de
senescencia bioldgica que incluye la informacion genética aportada por el rs2802292 al
modelo reducido (incluyendo edad, género, indice de masa corporal, circunferencia de
la cintura, presion arterial sistélica, presion arterial diastélica, frecuencia cardiaca,
colesterol HDL, triglicéridos en ayunas, PCR-us, HOMA-IR, catalasa, SOD, LPO, IL-18
y resistina) y su area bajo la curva ROC. Comparado con los valores del modelo
reducido, la adicién la informacidn genética de dicho polimorfismo, aporta una discreta
mejoria en el area bajo la curva ROC (AUC modelo genético = 0.74 vs AUC modelo

reducido = 0.72).
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Figura 9. Curva ROC del modelo genético (modelo reducido + rs2802292) y su indice

de area bajo la curva ROC.
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Nuestro estudio ha identificado diferentes modelos predictivos que nos permiten
graduar el grado de senescencia biolégica en pacientes con enfermedad cardiovascular
establecida, pudiendo de esta forma identificar un subgrupo de pacientes con mayor
riesgo y que pueden requerir un manejo y tratamiento mas exhaustivo. Para construir
estos modelos hemos utilizado la informacién de diferentes biomarcadores de riesgo de
enfermedad cardiovascular, respuesta inflamatoria y estrés oxidativo, junto con
diferentes variantes genéticas que se han relacionado con el envejecimiento. Dichos
modelos se han disefiado con el objetivo de proporcionar diferentes enfoques. De todos
ellos, el modelo reducido, que incluye edad, género, indice de masa corporal, perimetro
de cintura, presion arterial sistolica, presion arterial diastolica, frecuencia cardiaca, c-
HDL, triglicéridos en ayunas, PCR-us, HOMA-IR, catalasa, SOD, LPO, IL-1B y resistina
como variables independientes, seria el mas rentable para determinar el grado de
senescencia bioldgica, tal y como se deriva de nuestros resultados.

Como ya hemos comentado previamente, algo que caracteriza a la medicina
actual es su intento por personalizar el manejo diagndstico y terapéutico de cada
paciente, permitiendo que nuestra actuacion médica sea mas eficiente. Tanto los
programas cientificos de Horizonte Europa como el propio Instituto de Salud Carlos Il
nos invitan a trabajar en esta direccion. Los avances en investigacion en los ultimos
afios junto con la tecnologia que surge tras la secuenciacion del genoma generan un
abanico de posibilidades técnicas que, asociado a la aplicacion de la genomica, la
epigenética, la metabolémica o la bioinformatica, permite el desarrollo de la Medicina
Personalizada y de Precision. Al mismo tiempo, nos encontramos con un aumento
progresivo de la esperanza de vida en los paises industrializados, que incrementa la
comorbilidad asociada al envejecimiento. En este contexto, el disponer de nuevas
herramientas con diferentes enfoques que nos ayuden a estratificar el riesgo de los
pacientes con enfermedad cardiovascular, identificando a los que presenta un mayor
riesgo, y de esta forma poder modificar las pautas de manejo y tratamiento en estos

casos, supone un avance hacia la individualizaciéon en la medicina. Por este motivo,

85



Ana Maria Ortiz Morales

nuestro estudio pretende contribuir al avance de la Medicina de Precision, utilizando
estos modelos predictivos como herramientas que permitan estratificar el grado de
senescencia de nuestros pacientes con alto riesgo cardiovascular, y de esta forma
optimizar su manejo posterior.

El aumento de la esperanza de vida estd asociado al aumento de las
enfermedades relacionadas con el envejecimiento, siendo una de las principales las
enfermedades cardiovasculares (150). La edad es el factor de riesgo no modificable
mas importante en el desarrollo de la patologia cardiovascular (8). Por otro lado, la
esperanza de vida de las personas con diferentes factores de riesgo cardiovascular
(hipertension arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia) se ve reducida frente a la
poblacion general, al igual que la calidad de vida; generando un mayor coste sanitario
(151, 152).

Estudios previos han demostrado que el acortamiento de LTL se asocié con la
enfermedad cardiovascular (50, 153, 154), y con el incremento en el riesgo de
mortalidad por eventos isquémicos (155-157). En un estudio de prevencion primaria
realizado en Escocia, e incluyendo pacientes con enfermedad coronaria en comparacién
con individuos sanos, se observo que las personas con LTL mas corto tenian un mayor
riesgo de desarrollar enfermedad coronaria comparado con las personas con LTL mas
largos; este aumento se atenud cuando los pacientes recibian tratamiento con estatinas
(158). Los datos del estudio de cohortes prospectivo Heart and Soul, realizado en 780
pacientes con enfermedad coronaria estable de la ciudad de San Francisco, mostraron
que un acortamiento de LTL se asocidé con un aumento de la mortalidad,
independientemente de la edad cronoldgica, los factores clinicos, la PCR o las variables
ecocardiograficas, no pudiendo explicar esta asociacion solo por los marcadores de
riesgo cardiovascular clasicos (159). Ademas, un estudio observacional a gran escala
realizado en Dinamarca (160), que incluyd a mas de ochenta mil pacientes con
cardiopatia isquémica, con datos recogidos de diferentes estudios realizados en

poblacion danesa y complementados con datos del consorcio CARDIOGRAM (161,
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162), establecié que el acortamiento en la longitud de los telémeros era un factor de
riesgo para la enfermedad coronaria. En resumen, los multiples estudios realizados
hasta la fecha sugieren que la enfermedad cardiovascular se asocia con el acortamiento
de LTL, y por lo tanto podria considerarse un marcador de senescencia celular. La
posibilidad de poder saber de forma indirecta si un paciente con patologia
cardiovascular es ademas biolégicamente senescente, nos indicaria la necesidad de
modificar el manejo clinico e intensificar el control de los demas factores de riesgo
asociados que presente. Al mismo tiempo, podriamos realizar cambios en las pautas de
tratamiento encaminadas a intentar mejorar el manejo y el prondstico de la enfermedad
cardiovascular.

La arteriosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, producida por el
desarrollo de placas de ateroma en la intima de las arterias. Al someter a las células
endoteliales arteriales a determinados estimulos lesivos como la hipertension,
dislipemia, tabaco o mediadores inflamatorios, se altera la permeabilidad endotelial
permitiendo la entrada de particulas c-LDL, que favorecen la adhesién de leucocitos y
monocitos, fagocitando estos las particulas de lipoproteinas y convirtiéndose en células
espumosas, generando la de placa de ateroma (96).

La arterioesclerosis y la enfermedad cardiovascular son la principal causa de
morbimortalidad en paises industrializados, asociado a un alto coste econdmico, social
y humano. Cada dia es mas importante realizar una deteccién precoz de la fase de
aterosclerosis subclinica que permita prevenir la progresion de esta patologia. Para
mejorar el diagnostico es necesario complementar los puntajes clasicos de riesgo de
enfermedad cardiovascular y asociar nuevos biomarcadores que puedan indicar su
desarrollo durante las primeras etapas de la enfermedad. Estudios previos también han
demostrado la asociacion entre el acortamiento de los LTL y la arterioesclerosis (55,
163-165). En un estudio prospectivo que incluia a 768 participantes del estudio PLIC
(166, 167), voluntarios en los que se evalua la progresién de lesiones carotideas,

determinando el grosor de la intima media de la arteria carétida comun y relacionandolo
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con LTL, en tiempo basal y a los 6 afios, mostré una relacién inversa entre ambos,
independientemente de los factores clasicos de riesgo cardiovascular (168). Un
subanalisis del estudio prospectivo epidemiolégico Bruneck (169), realizado en
personas de 40 a 80 anos, elegidos al azar en la zona del Tirol, al norte de ltalia, cuyo
objetivo era evaluar la epidemiologia, fisiopatologia y prevencién de enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares; este subanalisis incluyd a 800 participantes y
demostré una asociacién entre el acortamiento de LTL y la aterogénesis avanzada,
independientemente de los factores de riesgo estandar; sin embargo, no ocurrié con la
valoracién de la aterogénesis temprana (170). Resultados similares respecto a la
aterogénesis temprana se obtuvieron en un subanalisis del estudio transversal PESA
realizado en Espafia (entre 2010 y 2014), en trabajadores de la banca, asintomaticos y
sin enfermedad cardiovascular establecida, cuyo objetivo era valorar la relacion de la
arteriosclerosis subclinica con el acortamiento LTL (171).

Un elevado grupo de personas desarrollan un estado proinflamatorio crénico leve
asociado al envejecimiento (172), el cual se convierte en un factor de riesgo para el
desarrollo de comorbilidad. En nuestra poblacién, los pacientes con senescencia
biolégica mostraron niveles mas elevados de determinados parametros inflamatorios
como IL-1B, resistina y leptina. En el estudio longitudinal InCHIANTI, con méas de mil
participantes, con edad superior a 60 afios, seguidos durante 9 afios, se observd un
aumento de morbilidad en pacientes de edad avanzada y con niveles altos de IL-6 (173).
La relaciéon que observamos ha hecho que hablemos del concepto “envejecimiento
inflamatorio”, definido como la situacion en la que se produce una elevacion de

biomarcadores inflamatorios (PCR, interleucinas, TNF- a) y favorece el desarrollo de

patologias crénicas (174). Paralelamente, es conocida la relacién que existe entre IL-1f
e IL-6 con el acortamiento de LTL (175). En el estudio “The Health, Aging and Body
Composition” realizado en EE. UU. con 1.962 voluntarios de 70 a 79 anfos,

independientes y con vida activa, se analiz6 la relacion entre parametros inflamatorios
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y LTL. Los resultados de la regresion logistica indicaron que los participantes con niveles
elevados de IL-6 y TNF-a tenian mas probabilidad de presentar acortamiento
telomérico (176). En un subandlisis del estudio longitudinal “The Harvard Boilermakers”
(177), donde incluyeron 87 de los 190 participantes, mayores de 18 afos,
pertenecientes al sindicato de soldadores, y cuyo objetivo fue analizar la longitud de LTL
y su relacién con la concentracion de biomarcadores de inflamacion medidos de forma
repetida durante los dos afos de seguimiento, tras realizar modelos de regresion
lineales encontraron asociaciones significativas de LTL corto con niveles elevados PCR-
us. Sin embargo, en ese estudio no se encontrd relacion significativa con las
interleucinas; segun los investigadores puede ser debido al numero de participantes o
la baja variabilidad en las concentraciones plasmaticas de estos biomarcadores.
Nuestro analisis muestra un nivel de IL-1p significativamente elevado en el grupo de
pacientes senescentes, lo cual corrobora los resultados de los estudios previamente
mencionados. La IL-1p es una citoquina proinflamatoria y con caracter proaterogénico
que induce disfuncion en el endotelio vascular, aumentando la produccion de moléculas
de adhesion y el reclutamiento de los leucocitos y monocitos, implicados en el proceso
de aterogénesis (178). Por lo tanto, los pacientes con RTL mas corto presentan un
mayor estado inflamatorio, que se asocia con diversas patologias cronicas entre las que
se encuentra la enfermedad coronaria. Seria interesante analizar en el futuro, dentro del
estudio CORDIOPREYV, los datos de incidencia de nuevos eventos o mortalidad
cardiovascular en nuestra poblacién, permitiendo conocer la frecuencia de recidivas en
cada subgrupo y la relacién con RLT.

La obesidad central es otro factor de riesgo para multiples patologias
cardiovasculares, entre las que se incluye la enfermedad coronaria (179). Los pacientes
con obesidad se caracterizan por un aumento del estrés oxidativo y una inflamacion
sistémica de bajo grado (180, 181). Por otro lado, existe una relacion inversa entre la

obesidad y la LTL, al analizar una muestra transversal del estudio longitudinal de Fels,
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donde se incluian 309 participantes, cuyo objetivo era valorar la relacién de los
teldbmeros con la adiposidad, y en el que se demostré que el IMC, el perimetro de cintura,
la grasa corporal total y el volumen del tejido adiposo visceral estaban directamente
relacionados con un acortamiento de LTL, independientemente de otros factores de
riesgo cardiovascular (182). En nuestro estudio, no se hallaron diferencias entre ambos
grupos en los valores del IMC y del perimetro de cintura, lo que podria estar justificado
por las caracteristicas basales de nuestra subpoblacién, en la cual los pacientes
cumplian >4 criterios de SMet.

La leptina es una hormona producida principalmente por los adipocitos, siendo
una de sus funciones la regulacién del equilibrio energético al disminuir la ingesta de
alimentos y aumentar el gasto calérico (183). Actua a nivel del sistema nervioso central
inhibiendo neuropéptidos orexigenos y estimulando anorexigenos, realizandose
diversos estudios al ser considerada una opcion para el tratamiento de la obesidad. Sin
embargo, en estudios anteriores se ha observado que la leptina estéd elevada en
pacientes con determinados tipos de obesidad. En estudios experimentales se concluye
que es debido a una resistencia de su receptor, produciendo una disminucién de la
sensibilidad a esta hormona (184). Por otro lado, la leptina se considera un mediador de
respuesta inflamatoria, estando elevada en patologias crénicas como son la obesidad y
la aterosclerosis (185). En nuestro analisis encontramos niveles mas elevados de leptina
en el subgrupo con senescencia bioldgica, corroborando datos similares en un analisis
de siete cohortes independientes con un total de 11.448 participantes, pertenecientes al
consorcio ENGAGE, donde se evalud la relacién entre la longitud de los telémeros con
niveles de leptina y adiponectina, concluyendo que los niveles elevados de leptina se
asociaron con un LTL corto (186). Los autores indican que la relacién entre LTL y la
leptina, y a su vez el de esta ultima con la patologia cardiovascular, podria permitir usar
LTL como biomarcador para enfermedad cardiovascular.

La resistina es una adipocina proinflamatoria, inicialmente relacionada con la

resistencia a la insulina. Sin embargo, su mecanismo de accién es desconocido en
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humanos debido a que no se ha determinado un receptor especifico de accién. Los
estudios experimentales sugieren que la resistina tiene un papel potencial en el eje
hipotalamo-hipofisario y que participa en los drganos reproductivos y la placenta (187).
En humanos parece que participa como modulador del sistema inflamatorio
promoviendo la liberacidon de biomarcadores proinflamatorios por los macrofagos, como
PCR, interleucinas y TNF- a, junto con la expresién de moléculas de adhesién vascular
como son VCAM, ICAM o MPC-1 (188). Al mismo tiempo, la resistina induce la
proliferacion de células musculares lisas en las paredes arteriales, aumentando la
resistencia y generando un aumento del estrés oxidativo al reducir la disponibilidad de
NO (189), causando una disfuncion endotelial. Todo esto contribuye a favorecer la
ateroesclerosis y la enfermedad cardiovascular (190).

En nuestro analisis se observan niveles significativamente mas elevados de
resistina en el grupo con senescencia bioldgica. Este resultado, junto con los niveles
mas elevados de IL-1B y leptina, todos definidos como biomarcadores inflamatorios, nos
indica que los pacientes envejecidos tienen un mayor estado proinflamatorio crénico.
Identificandolos precozmente podremos modificar habitos e intensificar tratamientos,
consiguiendo mejorar el prondstico y la calidad de vida de los pacientes coronarios.

El perimetro de cintura se considera uno de los mejores predictores de salud
cardiometabdlica. En un estudio transversal sobre nutrigenémica y salud realizado en
Toronto, que incluia 1.181 voluntarios sanos se comparé el IMC y el perimetro de cintura
para definir el mejor predictor de las concentraciones lipidicas en sangre, tras el analisis
se concluyé que el perimetro de cintura era el mejor predictor de patologia
cardiovascular (191). Son multiples los estudios previos que han descrito un
acortamiento de LTL en pacientes con un mayor perimetro de cintura (182, 192, 193).
Uno de los mas recientes es un estudio transversal que se realizd en 497 sujetos
libaneses cuyo objetivo era evaluar la relacion de LTL con caracteristicas demogréficas,
habitos de vida y diversas patologias. De todos los parametros fue el perimetro de

cintura el que se asoci6 de manera mas significativa con el acortamiento de LTL (194).
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Sin embargo, en nuestro andlisis no observamos asociaciones estadisticamente
significativas, posiblemente por las caracteristicas de los pacientes incluidos en el
estudio, donde la proporcién de obesos en ambos grupos es elevada.

La evidencia epidemioldgica demuestra que las lipoproteinas de baja densidad
estan relacionadas con el riesgo de enfermedad cardiovascular (195). Sin embargo,
existen pocos estudios que analicen especificamente la relacion de estos parametros
con la longitud de los telémeros. En 2019, se publicé un analisis de 6.468 participantes
pertenecientes a la base de datos NHANES, cuyo objetivo principal fue valorar la
correlacion de lipoproteinas con la longitud de los telomeros. No se encontrd asociacion
con c-LDL o TG después de ajustar los datos demograficos, dietéticos, examen fisico y
comorbilidades. Solo se asoci6 positivamente con c-HDL cuando la longitud de los
telébmeros era inferior a 1,25 (196). En nuestro analisis encontramos niveles de
colesterol total significativamente mas elevados en el grupo no senescente respecto al
grupo senescente, aunque sin ser clinicamente relevantes. No se objetivaron diferencias
en los niveles de c-LDL ni c-HDL.

Por otro lado, los pacientes identificados en el subgrupo de envejecimiento
biolégico se asociaron a niveles mas elevados de biomarcadores de estrés oxidativo,
como son la actividad SOD y la catalasa.

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre las especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante del organismo (197). En esta situacion,
las células liberan enzimas antioxidantes, como SOD, catalasa y GPx, como primera
linea de defensa para la desintoxicacién de los radicales libres resultantes del estrés
oxidativo producidos por el metabolismo (108, 198). En este sentido, nuestro grupo de
investigacion realizé un analisis de un subgrupo de pacientes del estudio LIPGENE
(199), formado por 88 participantes con dos o mas criterios de ATP III-NCEP para SMet
(200). El objetivo principal fue determinar la posible relacion entre la disfuncién
endotelial y la longitud de LTL, a través de parametros de estrés oxidativo. Los

resultados mostraron que pacientes con LTL tienen un mayor grado de estrés oxidativo,
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lo que conduce a una mayor actividad plasmatica de las enzimas antioxidantes (GPx y
SOD), biomarcadores de estrés oxidativo (PC y F2-isoprostanos) y disminucién de
niveles de NO. Resultados similares se obtuvieron en un estudio realizado en 57
pacientes con enfermedad cardiovascular clasificados en dos grupos segun la presencia
o no de SMet y comparados con 21 pacientes control (201); se analizé la relacién entre
el acortamiento de LTL y el estrés oxidativo, encontrando una correlacion negativa entre
ambos junto con niveles mayores de estrés oxidativo en pacientes con enfermedad
cardiovascular y SMet. En nuestro analisis encontramos que el grupo de pacientes con
la LTL mas corta presenta una mayor actividad plasmatica de enzimas antioxidantes
siendo los niveles de catalasa y SOD superiores en este grupo; esto puede deberse a
una respuesta celular a la disfuncién endotelial que presentan estos pacientes,
induciendo una mayor activacion del sistema de reparacion del dafo oxidativo,
intentando restaurar el equilibrio celular.

Por ultimo, la interaccion entre genes y medio ambiente modula nuestro estado
de salud, de modo que la respuesta celular a diferentes sefnales ambientales esta
mediada por cascadas de sefializacion junto a determinadas variantes génicas que
regulan la plasticidad de la cromatina, pudiendo promover la interaccién de promotores
con elementos reguladores y formar centros de cromatina activos (202). Decidimos
analizar la relacion del envejecimiento biolégico y determinados polimorfismos del gen
FOXO3, conocido por mostrar una asociacion genética con la longevidad humana (203,
204), siendo el SNP rs2802292 el que presenta una asociacion mas robusta (202, 205,
206). Se sabe que la frecuencia del alelo G de FOXO3 es mas del doble entre personas
70 a 100 anos convirtiéndose en el alelo principal de la poblacién muy longeva (204).
La relacion de los alelos del gen FOXO3 y la dinamica de los telémeros en funcion de
la edad se evalu6 en un estudio realizado en 121 sujetos japoneses con edades
comprendidas entre los 21 y los 95 afos (203). Los resultados muestran que los
participantes menores de 50 afios portadores del alelo mayoritario T (T/T) tenian LTL

mayor que los portadores del alelo minoritario G (G/T o G/G). Por otro lado, los mayores
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de 85 anos portadores del alelo minoritario G presentaban una LTL mayor. Sin embargo,
los autores concluyen la falta de correlacion entre la edad y LTL en los participantes
portadores del alelo minoritario G. En nuestra poblaciéon no encontramos diferencias
significativas en las frecuencias alélicas de ambos grupos en relacién con RTL. No
obstante, es interesante mencionar que la edad media de nuestros pacientes es superior
a 50 afos, obteniendo resultados similares a los del estudio japonés anteriormente
mencionado. Por tanto, otros factores pueden ser responsables de la capacidad de
FOXO3 para mantener la longitud de los telémeros hasta la vejez, necesitando estudios
futuros para dilucidar la base celular y molecular del proceso de interaccién de este gen
con LTL.

En la actualidad, se han desarrollado y publicado multiples modelos para evaluar
a los pacientes y poder predecir el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular.
Estas herramientas permiten clasificar a los pacientes en diferentes niveles y modificar
las estrategias de manejo y terapéuticas segun el riesgo calculado. El mas conocido es
el score de Framingham, que nos permite determinar el riesgo de padecer enfermedad
coronaria en 10 afios; es un algoritmo de prediccion de riesgo multivariable, incluyendo
los siguientes factores para el céalculo: edad, género, consumo de tabaco, CT, c.-LDL,
c-HDL, TAS y diabetes mellitus (13, 207), aunque algunos autores opinan que este score
sobreestima el riesgo de enfermedad coronaria en poblaciones europeas. Por este
motivo, la Sociedad Europea de Cardiologia y The Second Joint Task Force
desarrollaron un sistema de clasificacion de riesgo, utilizando datos de 12 paises
europeos, configurando el proyecto SCORE (14). Se calcularon ecuaciones para
pacientes con enfermedad coronaria y enfermedad cardiovascular no coronaria,
ofreciendo de esta forma una estimacion directa del riesgo cardiovascular fatal total en
10 afos. El proyecto se llevo acabo en tres fases: primero el desarrollo de cuadros de
riesgo simple para poblaciones europeas de bajo y alto riesgo; segundo el desarrollo de
meétodos para crear graficos de riesgo basados en datos publicados de mortalidad;

finalmente la integracion de los datos en una aplicacion informatica. EI SCORE es uno
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de los métodos mas utilizados para estimar el riesgo cardiovascular mortal total en la
practica médica diaria. El estudio prospectivo PROCAM (208) realizado en el noroeste
de Alemania con mas de veinte mil sujetos sanos y con un seguimiento de ocho afios,
permitid establecer diferentes sistemas de puntuacién que, de forma simple y precisa,
nos indiquen: en primer lugar, el riesgo de desarrollar patologia coronaria aguda
utilizando las siguientes variables: edad, tabaquismo, TAS, c-LDL, c-HDL, TGs y
diabetes mellitus, tenia un AUC ROC de 0,82; y en segundo lugar, un score para calcular
el riesgo de eventos isquémicos cerebrales, incluyendo los siguientes factores: edad,
género, diabetes mellitus, tabaquismo y TAS, con un AUC ROC de 0,78 (209). Ambos
scores proporcionan formas simples y efectivas de evaluar el riesgo de eventos
coronarios agudo o eventos isquémicos cerebrales permitiendo establecer medidas de
prevencion.

Por otro lado, se han realizado diversos estudios con grandes cohortes de
pacientes que estudian la relacién de LTL con los diferentes factores riesgo de
enfermedad cardiovascular. El metanalisis de Gardner (210), donde se incluyeron a
36.230 participantes, permitié probar la hipotesis de que las mujeres tiene LTL mas
largos que los hombres estableciendo asi una diferencia segun el género. Para valorar
la relacion de LTL con el género y la edad se realizé un estudio en la cohorte GERA,
incluyendo a mas de 100.000 individuos, tras procesar las muestras por triplicado se
demostré una correlacion negativa con la edad hasta los 75 afios y con el género
femenino a partir de los 50 afios (211). En un subanalisis de 6.468 participantes de la
base de datos NANHES se valoro la asociacion de LTL con lipoproteinas encontrando
una asociacion positiva con los niveles de c-HDL (196). Por ultimo, en un andlisis
reciente realizado en 4.944 sujetos del Gutenberg Health Study, estudio de cohortes
prospectivo, observacional y basado en la comunidad, se valoro la asociacién de RTL
con factores de riesgo cardiovascular, encontrando una asociacion significativa con la

edad, el tabaquismo y los niveles de c-LDL (212).
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Sin embargo, actualmente no existe un modelo para la predicciéon del
envejecimiento bioldgico en pacientes con patologia coronaria, que nos permita analizar
conjuntamente parametros clinicos, inflamatorios y oxidativos. Por lo tanto, nuestros
resultados proporcionan una nueva herramienta para mejorar el diagndstico de
pacientes con enfermedad coronaria, agregando el calculo del envejecimiento bioldgico
durante la valoracion médica. Nuestro modelo predictivo evaluara el grado de
envejecimiento de una persona, identificando a los pacientes que se beneficiarian de un
manejo terapéutico intensivo y una correcta prevencién secundaria, permitiendo mejorar
la calidad de vida de los pacientes y optimizar el gasto sanitario.

Al mismo tiempo, nos permite analizar la interaccién de la longitud de los
telomeros con la inflamacion y el estrés oxidativo. Esta asociacion ya fue descrita por
Tian (213), que propuso una disminucion en la capacidad antioxidante como un factor
importante que acelera el desgaste de los teldbmeros en pacientes coronarios
prematuros. Sin embargo, sigue siendo incierto si el acortamiento de los teldmeros es
una causa de enfermedad cardiovascular o simplemente una consecuencia (214).

Entre las limitaciones de nuestro estudio debemos comentar que, aunque hemos
implementado una validacién interna, la generalizacion de nuestros resultados debe
investigarse en otras poblaciones que nos permitan validar el modelo propuesto. Por
otro lado, otro factor limitante del estudio podria ser no haber determinado otros
marcadores de senescencia propuestos en la literatura (reloj epigenético, marcadores
de senescencia, metilacién del ADN) (215). Sin embargo, en el presente trabajo hemos
decidido resaltar el efecto que los marcadores de inflamacion y estrés oxidativo pueden
tener sobre el grado de acortamiento telomérico. El tamafio de la muestra también
podria ser un factor limitante, pero este trabajo es un subanalisis dentro del estudio
CORDIOPREYV, donde la identificacion de la senescencia biolégica no era un objetivo
final primario. Hasta donde sabemos, los modelos que exploramos aqui son los primeros
en ser propuestos para establecer el grado de senescencia bioldgica en pacientes

coronarios.
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Discusioén

Entre las fortalezas de nuestro estudio, es importante resaltar que aborda un
tema que contribuira a la identificacion mas precisa de la senescencia bioldgica en un
conjunto de pacientes con alto riesgo vascular, identificando precozmente aquellos que
deben ser tratados de manera mas agresiva. Adicionalmente, los modelos se han
disefiado de forma escalable, destacando el modelo reducido como el mas rentable por
el numero de variables utilizadas y los resultados obtenidos. El principal, que desde
ahora disponemos de una nueva herramienta que nos permita, en la practica clinica
diaria con nuestros pacientes coronarios, conocer un nuevo dato que modificara nuestra
actitud en el manejo y seguimiento de la patologia cardiovascular, enfocado hacia la
Medicina Personalizada y de Precision que impera en la actualidad.

En resumen, en el marco del estudio CORDIPREV demostramos que estos
modelos predictivos nos permiten analizar el grado de senescencia bioldégica en
pacientes con alto riesgo cardiovascular y asi poder establecer un tratamiento
personalizado para un control éptimo basado en los resultados y poder prevenir

complicaciones cardio-metabdlicas.
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DIRECCIONES FUTURAS DE LA INVESTIGACION

La determinacion de RTL de los pacientes del CORDIOPREYV se realizé tanto al
inicio del estudio como a los 4 afos. En el futuro, una vez concluido el estudio y
analizado el objetivo principal, podremos conocer la mortalidad o presencia de nuevos
eventos cardiovasculares en los pacientes, y de esta forma seguir profundizando en
esta area tan importante para nuestro sistema sanitario: el envejecimiento y las
enfermedades cardiovasculares.

Los resultados derivados de esta tesis doctoral han servido para implementar
una plataforma de e-Health, llamada "NUTRICLOCK", que evalua el grado de
envejecimiento y que pretende recomendar un régimen de tratamiento personalizado
basado en pruebas clinicas, biolégicas y genéticas, definiendo un determinado perfil del
paciente. NUTRICLOCK esta registrada siendo propiedad del Servicio Andaluz de
Salud, Universidad de Coérdoba y CIBEROBN, con el numero de registro

RP1201799901594741.
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Conclusiones

CONCLUSION PRINCIPAL

Nuestros resultados han permitido desarrollar diferentes modelos predictivos

para graduar el grado de senescencia bioldgica en pacientes con alto riesgo

cardiovascular:

Un modelo basal incluyendo edad, género, indice de masa corporal,
circunferencia de la cintura, presion arterial sistdlica, presién arterial
diastodlica, frecuencia cardiaca, colesterol HDL, triglicéridos en ayunas, PCR-
us y HOMA-IR con una capacidad predictiva de un AUC ROC = 0,64.

Un modelo extendido incluyendo los parametros del modelo basal junto a
glutatién total, glutatién reducido, glutation oxidado, glutation peroxidado,
catalasa, superdxido dismutasa, proteinas carboniladas, oxido nitrico,
productos de peroxidacion lipidica, proteina quimiotactica de monocitos-1,
TNF-o, adiponectina, IL-1B3, IL6, resistina y leptina con una capacidad
predictiva de un AUC ROC = 0,75.

Un modelo reducido incluyendo los parametros del modelo basal junto a
catalasa, superoxido dismutasa, productos de peroxidacion de lipidos, IL-1B

y resistina con una capacidad predictiva de un AUC ROC = 0,72.

Por tanto, el modelo reducido y considerando el numero de variables incluidas, tendria

una mejor capacidad predictiva comparado con el modelo extendido, para determinar el

grado de senescencia bioldgica.

CONCLUSIONES SECUNDARIAS

Nuestros resultados muestran que el desarrollo de un modelo genético que

incluye la informacién aportada por el SNP rs2802292 junto a los parametros del modelo

reducido (edad, género, indice de masa corporal, circunferencia de la cintura, presién
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arterial sistolica, presion arterial diastolica, frecuencia cardiaca, colesterol HDL,
triglicéridos en ayunas, PCR-us, HOMA-IR, catalasa, superoxido dismutasa, productos
de peroxidacion de lipidos, IL-1B y resistina) proporcionan una discreta mejoria en la

capacidad de prediccién de senescencia biolégica con un AUC ROC = 0,74.
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Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico.

ANOVA: anélisis de la varianza.

ARA-II: antagonistas de los receptores de angiotensina Il

ATP 1l - NCEP: Adult Treatment Panel Il - National Cholesterol Education
Program.

AUC: area bajo la curva.

CARDIoGRAM: The Coronary Artery Disease Genome-Wide Replication and Meta-
Analysis Study.

c-HDL.: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.

c-LDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.

CORDIOPREV: CORonary Diet Intervention with Olive Oil and Cardiovascular
PREVention.

CT: colesterol total.

DM2: diabetes mellitus tipo 2.

ENGAGE: European Network for Genetic and Genomic Epidemiology.
eNOS: oxido nitrico sintetasa endotelial.

GERA: Adult Health and Aging.

GPX: glutatién peroxidado.

GSH: glutatién reducido.

GSSG: glutation oxidado

HbA1c: hemoglobina glicosilada.

HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance.

HTA: hipertension arterial.

IAM: infarto agudo de miocardio.

ICAM: moléculas de adhesion intercelulares.

IL-1: interleucina 1.

IL-6: interleucina 6.

IMC: indice de masa corporal.
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INCHIANTI: Invecchiare in Chianti study.

LIPGENE: Diet, genomics and the metabolic syndrome: an integrated nutrition, agro-
food, social and economic analysis.

LPO: productos de peroxidacion lipidica.

LTL: longitud de teldmeros de los leucocitos.

MCP-1: proteina quimiotactica de los monocitos 1.
NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.
NF-xB: factor de transcripcion nuclear kappaB

NHANES: US National Health and Nutrition Examination Survey
NO: éxido nitrico.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PA: presién arterial.

PC: proteinas carboniladas.

PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible.

PESA: Progression of Early Subclinical Atherosclerosis.
PLIC: the Progressione della Lesione Intimale Carotidea.
PREDIMED: PREvencion con Dieta MEDiterranea.
PROCAM: The Miinster Heart Study.

g-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

RTL: longitud telomérica relativa.

ROC: caracteristica operativa del receptor.

ROS: especies reactivas de oxigeno

RONS: especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
SCORE: Systematic COronary Risk Evaluation.

SMet: sindrome metabdlico.

SNP: polimorfismo de nucleétido simple.

SOD: superoéxido dismutasa.

TAD: tension arterial diastélica.
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TAS: tensién arterial sistolica.
tG: glutation total.
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TGs: triglicéridos.

VCAM-1: moléculas de adhesién vasculares.
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Abstract

Background: Ageing and biological senescence, both related to cardiovascular dis-
ease, are mediated by oxidative stress and inflammation. We aim to develop a predic-
tive tool to evaluate the degree of biological senescence in coronary patients.
Methods: Relative telomere length (RTL) of 1002 coronary patients from the
CORDIOPREYV study (NCT00924937) was determined at baseline in addition to
markers of inflammatory response (hs-C-Reactive Protein, monocyte chemoat-
tractant protein-1, IL-6, IL-1B, TNF-a, adiponectin, resistin and leptin) and oxida-
tive stress (nitric oxide, lipid peroxidation products, carbonylated proteins, catalase,
total glutathione, reduced glutathione, oxidized glutathione, superoxide dismutase
and peroxidated glutathione). Biological senescence was defined using the cut-off
value defined by the lower quintile of relative telomere length in our population
(RTL = 0.7629). We generated and tested different predictive models based on logis-
tic regression analysis to identify biological senescence. Three models were designed
to be used with different sets of information.

Results: We selected those patients with all the variables proposed to develop the
predictive models (n = 353). Statistically significant differences between both groups
(Biological senescence vs. Nonbiological senescence) were found for total choles-

terol, catalase, superoxide dismutase, IL-1p, resistin and leptin. The area under the
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1 | INTRODUCTION

Ageing is a complex process that manifests itself within an or-
ganism at the cellular, molecular and genetic levels. One of the
diseases that has been associated with ageing is cardiovascular
disease, the leading cause of mortality in developed countries.'

In turn, the shortening of telomeres is related as an inde-
pendent marker of increased risk of cardiovascular disease.”
This process can be mediated by different environmental fac-
tors that increase oxidative stress and inflammation.® This al-
lows us to postulate oxidative stress and cellular senescence as
markers of human ageing.4 In this context, a meta-analysis of
24 studies, including 8400 patients with cardiovascular disease
or stroke, estimated a higher relative risk for coronary heart
disease for those patients with the shortest leukocyte telomere
length (LTL).? In a cross-sectional study of US adults from the
NHANES, that examined the association between LTL and 17
cardiovascular biomarkers,” LTL was the most strongly asso-
ciated with adiposity, showing the strongest inverse correlation
with per cent body fat, body mass index and waist circumfer-
ence. Even this relationship, between obesity and the shorten-
ing of LTL, is observed in children and adolescents.®

There is a direct relationship between epigenetics and
ageing. Some studies suggest that changes in chromatin are
influenced by environmental and metabolic factors.” These
changes may modify gene-specific that regulate the expres-
sion of other genes that are key to longevity. The UCLA
study8 showed that DNA methylation is a predictor of ageing,
predicting age in 14 000 tissue samples.

Because ageing is associated with an increased risk of
morbimortality,9 and since life expectancy increases the
number of elderly people proportionally, it should be import-
ant to establish a predictive model that allows us to measure
the degree of fragility in the population, thus, becoming a key
piece for health management.1

Currently, there is not a standardized method to calcu-
late precisely biological senescence. Several models have
been proposed10 using multiple linear regression, principal

curve of receiver-operating characteristic to predict biological senescence for our
models was 0.65, 0.75 and 0.72.

Conclusions: These predictive models allow us to calculate the degree of biological
senescence in coronary patients, identifying a subgroup of patients at higher risk and

who may require more intensive treatment.

ageing, cardiovascular disease, CORDIOPREYV study, predictive models

component analysis,l "or the Klemera and Doubal s method. '
However, none of them has generated a practical algorithm
that can be applied to clinical practice.

Based on this evidence, we aimed to develop a predictive
model to evaluate the degree of biological senescence based
on the clinical and biological profile of the coronary patients.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study design

The current work was conducted within the framework of the
CORDIOPREY study. Details of the trial have been provided
in Clinicaltrials.gov (NCT00924937) and described in ration-
ale and methods."* In summary, the CORDIOPREYV study is a
prospective, randomized, single, blind, controlled trial includ-
ing 1002 patients with coronary heart disease in secondary car-
diovascular prevention, who had their last coronary event more
than six months before enrolment. Patients were recruited from
November 2009 to February 2012, mostly at the Reina Sofia
University Hospital, Cordoba, Spain, but other patients from
other centres from the provinces of Jaen and Cordoba were also
included. The protocol and all amendments were approved by
the local ethics committees, all of which followed the Helsinki
Declaration and good clinical practices.

For the present analysis, we selected those patients with
the higher number of criteria for metabolic syndrome14 (>4
criteria) in our population. The analyses were performed in
those subjects on whom we had information on all variables
included in the analysis: clinical, anthropometric, biomarkers
and telomere length. In total, n = 353 patients of all included
in the study. We show a flow diagram in Figure 1.

2.2 | Assessment of general variables

At the beginning and at the annual visits, several questionnaires
were collected with socio-demographic data and different
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Criteria of MetS ( NCEP ATP-III):

Blood pressure 2130/85 mm Hg or antihypertensive
treatment.

Trigly cerides 2150 mg/dL or hypertriglyceridemia
pharmacological treatment.

Glucose 2100 mg/dL or hypoglycemic treatment.
HDL-c:<40 mg/dL (male),<50 mg/dL (female)

Waist circumference >90 cm (male), >80 cm (female)

581 patients
with MetS

412 patients
without MetS

353 patients with
> 4 criteria MetS

FIGURE 1
lipoprotein cholesterol

variables on lifestyle. Physical activity and leisure-time ac-
tivity were assessed by the validated Spanish version of the
Minnesota Leisure-Time Physical Activity Questionnaire.
Weight and height measurements were performed by trained
dieticians using calibrated scales (BF511 Body Composition
Analyzer/Scale, OMROM) and a wall-mounted stadiometer
(Seca 242, HealthCheck Systems), respectively. Body Mass
Index (BMI) was calculated as weight per square meter (kg/
m?). Waist circumference was measured midway between the
lowest rib and the iliac crest using an anthropometric tape.
During the initial assessment of the patients included in
the study, the personal history of the participants, together
with drugs and doses, were collected by the medical team.

2.3 | Laboratory measurements

Biochemical measurements were collected from the partici-
pants after a 12 hours overnight fast at the beginning of the
study and once a year during the follow-up period. In the pre-
sent work, we have used the information about biochemical pa-
rameters obtained at the basal time. Venous blood for insulin,

Flow diagram. Representation of the selection of patients included in the study. MetS, metabolic syndrome; HDL-c, high-density

glucose, lipid and lipoprotein analysis was obtained from the
antecubital vein and collected into EDTA collection tubes and
serum separated from the red cells by centrifugation at 1500 g
for 15 minutes at 4°C and immediately frozen at —80°C.
Serum parameters were measured in Architect® c-16000
analyzers (Abbott) using spectrophotometric techniques (en-
zymatic colorimetric methods): the hexokinase method for
glucose, and oxidation-peroxidation for total cholesterol,
high-density lipoprotein (HDL-C) and triglycerides (TG).
Low-density lipoprotein (LDL-C) concentration was cal-
culated by the Friedewald Equation.16 The hs-C-Reactive
Protein (hs-CRP) was determined by high-sensitivity ELISA
(BioCheck®, Inc). The HOMA-IR index (fasting glucose (mg/
dL) X fasting insulin (mU/L)/22.5) is regarded as a simple, in-
expensive and reliable surrogate measure of insulin resistance.

2.4 | Determination of
inflammatory parameters

Plasma or serum concentrations of IL-6, IL-1 f, TNF-a,
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), adiponectin,
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resistin and leptin were determined with commercially avail-
able enzyme-linked immunosorbent assays ELISA kits (R &
D Systems).

2.5 | Determination of oxidative biomarkers
Plasma levels of lipid peroxidation products (LPO)
were determined using the Bioxytech® LPO-586 Kit
(OxisResearch®). Plasma nitric oxide (NOx) concentra-
tions were obtained as the sum of nitrate and nitrite con-
centrations using the commercial kit Cayman Chemical
Nitrate/Nitrite colorimetric (Cayman-Chemical Company).
Total glutathione, reduced glutathione (GSH) and the
GSH/GSSG ratio were measured in plasma samples using
BIOXYTECH® GSH-420, GSH-400 and GSH/GSSG-412
kits, respectively (OxisResearch®). Oxidized glutathione
(GSSG) levels were calculated by subtracting GSH from
total glutathione. Peroxidated glutathione (GPx) activity
was measured in plasma samples using the Glutathione
Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical). This assay is
based on the method described by Flohe and Gunzler."”
Catalase activity was measured spectrophotometrically
(UV-1603 spectrophotometer, Shimadzu) in plasma sam-
ples, according to Aebi,'® by recording the rate of decom-
position of H202 at 240 nm. Superoxide dismutase (SOD)
activity was determined in plasma samples by colorimet-
ric assay (SOD-525TM de Bioxytech®, OxisResearch®).
Protein carbonyl (PC) content was carried out in plasma
samples using the commercial kit Cayman Chemical
Protein Carbonyl® (Cayman Chemical).

2.6 | Quantitative PCR analysis of relative
telomere length

Relative telomere length (RTL) was determined at the be-
ginning of the study, in the basal time, using the Cawthon
method by real-time polymerase chain reaction (PCR)."”
We estimated the relative ratio of telomere repeat amplicon
normalized against a housekeeping gene, the Homo sapiens
ribosomal protein L13a gene RPL13a; S, for all the samples.
Results for each PCR were normalized to a standard curve,
built using a DNA reference sample. The standard curves for
telomere and genomic PCRs consisted of eight DNA refer-
ence standards (1-25 ng).

All PCRs were performed in duplicate with the use of
an iQ5 thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc) and
SensiFAST ™ SYBRLo-ROX kit (Bioline). The coefficient
of variation was 3.5% for the telomere repeat copy number
and 2.2% for the housekeeping gene. The thermal cycler
profile for both amplicons began with 95°C incubation for
3 minutes to activate the polymerase followed by 40 cycles

of 95°C for 5 seconds, 54°C for 15 seconds. The reaction
mix composition was identical except for the oligonucleotide
primers: 20 ng template DNA, 1xSensiFAST™ SYBR Lo-
ROX, 200-nm reverse primer and 200-nm forward primer.
The primer sequence for the following sequences correspond
to the primers used to amplify the telomeric were (written
5'=3%):

TeloF, CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGG
GTTTGGGTT;

TeloR, GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACC
CTTACCCT;

RPL13aF, CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA;

RPL13aR, TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA.

2.7 | Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using SPSS version
24.0 (IBM) and R version 3.3.0. Variables were analysed
for a normal distribution with the Kolmogorov-Smirnov
test. Continuous variables were compared using Student's
“t” and the analysis of variance (ANOVA) depending on
the existence of two or more groups in each comparison.
When these variables did not follow a normal distribu-
tion, the required transformation of the data was used for
analysis. Categorical variables were compared using the
chi-square test. We defined the presence of biological se-
nescence in those patients with values of RTL in the lower
quintile (RTL < 0.7629).

Logistic regression was used to compute beta-coeffi-
cients for those variables that may predict biological senes-
cence risk. We defined as dependent variable the presence
of biological senescence, and as covariates of the regres-
sion model, we include the following variable defined
below. We created the following three models based on
previous evidence®?":

1. a base model (age, gender, body mass index, waist
circumference, systolic blood pressure, diastolic blood
pressure, heart rate, HDL-cholesterol, fasting triglycerides,
hsCRP and HOMA-IR).

2. an extended model (base model + Total Glutathione + G
SH + GSSG + Ratio GSH/GSSG + GPx + Catalase + S
OD + PC + NOx + LPO + MCP1 + TNF-a + Adiponec
tin + IL-1p + IL6 + Resistin + Leptin).

3. an enhanced model (we entered all the variables of the base
model plus those variables that remained in the last step of
the extended model: Catalase, SOD, LPO, IL-1p, Resistin).

Then, receiver-operating characteristic (ROC) curves
were plotted for each model calculated. We evaluated the
ability of the risk prediction model to discriminate persons
with biological senescence from those who did not, using
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TABLE 1 Baseline characteristics of the population

Nonbiological senescence Biological senescence P
N 279 74
Age (years) 58.6 + 8.5 60.2 + 8.2 13
BMI (kg/m?) 31+4 31+5 54
Waist circumference (cm) 104.9 + 11.8 107.2 £ 12 13
SBP (mmHg) 139 + 21 139 + 22 97
DBP (mmHg) 78 £ 11 79 + 10 48
HbAlc (%) 6.5+ 1.1 6.6+ 1.1 75
Glomerular filtration (mL/min) 94 + 20 92 +23 .34
Total cholesterol (mg/dL) 160 + 32 151 £ 29 034"
HDL-C (mg/dL) 43 + 10 41 +9 .94
Triglycerides (mg/dL) 133 + 69 131 + 66 78
LDL-C (mg/dL) 89 + 26 83 +23 .053
hs-CRP (mg/dL) 3.1+39 26+29 37
HOMA-IR 35+59 39+5.8 .6
Total glutathione (mm/mg.Hb) 10~ 123+ 1.5 125+ 1.5 A48
Reduced glutathione(GSH) 10.7 +£2.3 10.6 £2.3 .87
(mm/mg.Hb) x1073
Oxidized glutathione (GSSG) 0.002 + 0.001 0.002 + 0.002 31
(mm/mg.Hb)
Ratio GSH/GSSG (%) 154 +21.1 15.1 + 19 91
Peroxidated glutathione (GPx) 3394235 31.6 +17.8 42
(Ul/mg.Hb) x107°
Catalase (U.Activity/mg.Hb) x10~> 353 +2.1 418 +2.9 034"
Superoxide dismutase (SOD) 24+1 26+ 1.1 049"
(U.Activity/mg.Hb)
Carbonylated proteins (Pc) (nM/mL) 0.032 + 0.01 0.031 + 0.008 34
Plasma nitric oxide (NOx) (um/L) 47.1 £ 16.7 46.6 + 19 .83
Lipid peroxidation products (LPO) 1.1 +04 1.1 +0.5 .58
(um/L)
MCP1 (pg/mL) 211.1 £ 106.5 217.1 £ 1149 .67
TNF-a (pg/mL) 128 +5.9 129 +£7.2 .92
IL-6 (pg/mL) 6.8 +4.1 6.7+3.8 .89
IL-1p (pg/mL) 12+ 0.6 14+13 033"
Adiponectin (ug/mL) 6.7+4.3 6.5+4.5 .76
Resistin (ng/mL) 7.4 +3.7 8.7+4 007"
Leptin (ng/mL) 193 +11.8 229+ 144 029"
Residence (2 groups) 0.62 + 0.487 0.59 + 0.495 .686
Highest general education (4 groups) 1.20 = 0.821 1.25 +0.795 .878
Monthly income (3 groups) 0.87 + 0.704 0.93 + 0.631 .209
Time physical activity (meter.min.day) 204.79 + 13.383 185.97 + 22.342 508

Note: Highest general education 4 groups: higher education, secondary education, primary education, none; Monthly income (euros per month) 3 groups: >1800, 900-
1800, <900; Residence 2 groups: rural, urban

Values expressed as mean + SEM. Variables were calculated using one-way ANOVA analysis and Chi-square test.

Abbreviations: BMI, body max index; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; HbAlc, glycated hemoglobin; HDL-c, high-density lipoprotein;
LDL-c, Low-density lipoprotein, HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; IL-6, interleukin 6; IL-1
P, interleukin 1 beta; TNF-a, tumor necrosis factor alpha, MPC-1, monocyte chemoattractant protein-1.

*P <.05.
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Nonbiological
Drugs senescence
Beta-blocker 78.9%
Angiotensin-converting-enzyme 53.8%
inhibitor
Angiotensin receptor blockers 25.1%
Diuretics 34.8%
Calcium channel blockers 18.6%
Lipids-lowering drugs 91.4%

Biological TABLE 2 Comparison of drugs
senescence I between subgroups

80.6% 707

54.2% 375

26.4% 124

29.2% 376

22.2% 486

87.5% 275

Note: Values expressed as percentage. Variables were calculated using Chi-square test.

Lipids-lowering drugs include statins, ezetimibe, fibrates and omega-3 fatty acids.
*P < .05.

an overall C-statistic.”! This C-statistic is analogous to the
area-under-the-receiver-operator-characteristic curve. For in-
ternal validation of the model, the degree of over-optimism
resulting from the model assessment on the same data on
which it was developed was estimated using bootstrap resa-
mpling of the original set (1000 randomized samples) as rec-
ommended by Collins GS et al?!

3 | RESULTS
3.1 | Characteristics of the study
participants

The baseline characteristics of the patients are shown in
Table 1. Statistically significant differences (P < .05) between
both groups (Biological senescence vs. Nonbiological senes-
cence) were found higher levels for catalase, SOD, IL-1f,
resistin and leptin in the biological senescence group. Total
cholesterol levels were lower in the biological senescence
group. In Table 2, we show the comparison of drugs between
both groups, finding no statistically significant differences in
any of them.

3.2 | Predictors of biological senescence risk
At the baseline of the study, 74 (20%) patients in the cohort
had biological senescence according to the defined criteria
(RTL < 0.7629). Figure 2 shows predictors of diagnosis
of biological senescence in the different models and their
Harrell's C index. Based on those results, we selected the
enhanced model as the model with more efficiency. Thus,
biological senescence risk can be calculated as P = 1/
(1+ e(_BX_5'3970)), where B is the regression coefficient and
X is the level for each risk factor. The cut-off point with the
better sensibility (S = 0.7) and specificity (E = 0.74) was
0.233.

3.3 | Internal validation

The bootstrap resampling of the original set (1000 rand-
omized samples) showed a degree of over-optimism of 0.08
for the enhanced model, which represents the deviation from
the mean of the standard error of the estimation in these 1000
samples (Table 3).

4 | DISCUSSION

We have developed and tested three statistical models to cal-
culate the degree of biological senescence in patients with
established cardiovascular disease. They were built using the
information on biomarkers of cardiovascular disease risk,
inflammatory response and oxidative stress. Interestingly,
we made these models on a scalable design to provide dif-
ferent approaches depending on the variables available for
each patient. Of all of them, the enhanced model, that include
age, gender, body mass index, waist circumference, systolic
blood pressure, diastolic blood pressure, heart rate, HDL-
cholesterol, fasting triglycerides, hsCRP and HOMA-IR,
catalase, SOD, LPO, IL-1f and resistin as independent vari-
ables, would be the most cost-effective in the calculation of
ageing, by the results obtained and the number of variables
used.

Previous studies have shown that shorter LTL was asso-
ciated with cardiovascular disease.*” In the West of Scotland
Primary Prevention Study, performed in patients with coro-
nary heart disease compared to healthy individuals, it was
found that people with shorter LTL had a higher risk of de-
veloping coronary disease than people with longer LTL; this
increase was attenuated if they were treated with statins. >
Data from the Heart and Soul Study, carried out in 780 pa-
tients with stable coronary artery disease, showed that a
shortening of LTL was associated with an increase in mor-
tality from all causes in those patients, which cannot be ex-
plained only by classical risk markers.”* Also, a large-scale
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FIGURE 2 ROC curve of predictive
models. Predictors of diagnosis of biological

ROC CURVES

1.0

senescence in the different models and their
Harrell's C index (AUC ROC)

0.8
|

Sensitivity

0.4

0.2

0.0

—— Base Model (AUC ROC = 0.64)
—— Extended Model (AUC ROC = 0.75)
—— Enhanced Model (AUC ROC = 0.72)

0.0

TABLE 3 Summary of internal validation with the bootstrap
resampling of the original set

Apparent “in- Bootstrapped
Model sample” AUC Optimism AUC
Base 0.6442308 0.07926560 0.5649652
Extended 0.7469551 0.13848944 0.6084657
Enhanced 0.7249199 0.08595089 0.6389690

Abbreviation: AUC, area under the curve.

observational study, including more than 80 000 patients
with ischemic heart disease,” stablished short length of
telomeres as a risk factor for coronary heart disease.

In our population, patients with biological senescence
showed higher levels of inflammatory parameters and oxi-
dative stress markers, such as IL-1f, resistin, leptin, SOD ac-
tivity and catalase. Chronic inflammation explains multiple
diseases concurrently and it is related to ageing.26 In pro-in-
flammatory states, macrophages release IL-1p and IL-6, both
related to telomere shortening.”’ In the analysis of 87 of the
190 participants of The Harvard Boilermakers Longitudinal
Study28 an association was found between inflammatory pa-
rameters and the decrease in telomere length, especially with
hsCRP. However, in that study, no significant relationships
were found with interleukins, which may be due to the num-
ber of patients or the low variability in the plasma concentra-
tions of these biomarkers.

Central obesity is another risk factor for multiple dis-
eases, including cardiovascular disease.”’ Leptin is a

T T T T I
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1-Specificity

hormone produced mostly by adipocytes that regulate appe-
tite. In previous studies, it has been observed that leptin is
elevated in patients with obesity. This is due to a resistance
of the receptor that produces lower sensitivity to this hor-
mone resulting in weight gain.30 An analysis in seven inde-
pendent cohorts with a total of 11 448 participants31 where
they analysed the relationship between telomere length with
leptin and adiponectin concluded that elevated leptin levels
were associated with short RLT, similar to the findings of
our analysis.

Resistin is a pro-inflammatory adipokine, initially related
to insulin resistance. However, the mechanism is unknown in
humans due to the lack of a specific receptor. Animal studies
suggest a role in the hypothalamus-pituitary, involving the re-
productive organs and the placenta.3 2 We hypothesize that the
positive association observed between resistin and biological
senescence could be related to the higher pro-inflammatory
state of our population.

It is known that patients with increased waist circum-
ference have been associated with telomeric shortening.33
However, we did not observe statistically significant associ-
ations. This could be explained by the characteristics of the
patients in our study, where the patients were mainly obese
in both groups.

On the other hand, in our analysis, we have observed that
patients with biological ageing have a higher activity of SOD
and catalase in response to oxidative stress. In this situation,
cells defend themselves with the release of antioxidant en-
zymes, such as SOD, catalase and GPx, protecting it against
free radicals that are produced by metabolism.** Along these
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lines, we have described previously, in metabolic syndrome
patients included in the LIPGENE study, that the shorter telo-
mere length, the higher the degree of oxidative stress, which
leads to increased plasma activity of antioxidant enzymes
(GPx, SOD).*

Currently, several models have been developed to pre-
dict the risk of developing cardiovascular disease, such as
the Framingham risk score, %7 systematic coronary risk
evaluation (SCORE),38 Prospective Cardiovascular Miinster
(PROCAM)™; and also studies that relate gender to telomere
length, such as the Gardner™ meta-analysis, or the 110 266
cohort of the Lapham41 study, in which, in addition to relat-
ing it to gender, also relates it to age. However, there is no
model for the prediction of ageing in patients with cardio-
vascular pathology that allows us to jointly analyse clinical,
inflammatory and oxidative parameters.

Therefore, our results provide a new tool for the man-
agement of patients with coronary disease, adding the
calculation of biological ageing to known factors such as
hypertension, diabetes mellitus, hypercholesterolemia,
obesity and smoking. Our predictive model will evaluate
the degree of ageing of a person, and thus establish more
specific and expert recommendations that allow improv-
ing the quality of life of patients and optimizing healthcare
expenditure. At the same time, it allows us to analyse the
interaction of telomere length with inflammation and ox-
idative stress. This association was already described by
Tian,® which proposed a decline in the antioxidant capac-
ity as an important factor accelerating the attrition of telo-
meres in premature coronary patients. However, it remains
uncertain whether telomere shortening is a cause of cardio-
vascular disease or merely a consequence.42 The strength
of our study is that it addresses an important topic that will
contribute to more accurate identification of biological se-
nescence. However, although we have implemented an in-
ternal validation, the generalizability of our results should
be investigated in other populations to validate the pro-
posed model. On the other hand, another limiting factor of
the study could be not having determined other senescence
markers proposed in the literature (epigenetic clock, senes-
cence markers and DNA methylation).7 However, in the
present work we have decided to highlight the effect that
oxidative stress and inflammation markers may have on the
degree of telomeric shortening. Sample size could be also
a limiting factor. This should be explained as this work is
a sub-analysis inside the CORDIOPREV study, where the
identification of biological senescence was not a primary
endpoint. However, as far as we know, the models we ex-
plored here are the first to be proposed for the explanation
of the biological senescence process. The CORDIOPREV
study is a still open trial, once completed, it could be con-
sidered to add incidence data for new cardiovascular events
to our subpopulation.

In summary, these predictive models allow us to analyse
the degree of biological senescence in patients with high car-
diovascular risk and may establish a personalized treatment
for optimal control based on the results.
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