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GLOSARIO

ACTH: Hormona adrenocorticotropa
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HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina, del inglés Homeostasis Model Assessment —
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IGF-1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1, del inglés insulin-like growth factor-1
LDL: Lipoproteia de baja densidad, del inglés Low Density Lipoprotein

MAU2: Factor de cohesién de cromatidas hermanas, del inglés MAU2 Sister Chromatid
Cohesion Factor

NCBI: Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica, del inglés National Center for
Biotechnology Information

NIPBL.: Factor de carga de cohesina, del inglés Nipped-B-like protein
NLM: Biblioteca Nacional de Medicina (de EE. UU), del inglés National Library of Medicine

OMIM: Herencia mendeliana en linea en el hombre, del inglés Online Mendelian Inheritance in
Man

PTH: Hormona paratiroidea
RAD21: Componente del complejo cohesina, del inglés RAD21 Cohesin Complex Component

SCdL: Sindrome de Cornelia de Lange



SD: Sindrome de Down

SMC1A: Proteina Estructural del Cromosoma 1A, del inglés Structural Maintenance Of
Chromosomes 1A

SMC3: Proteina estructural del Cromosoma 3, del inglés Structural Maintenance Of
Chromosomes 3

SPS: Sindromes progeroides segmentarios

TDAMH: Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad

TFG: Tasa de filtracion glomerular

TOC: Trastorno obsesivo convulsivo

TSH: Hormona estimulante de la tiroides, del inglés Thyroid Stimulating Hormone
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RESUMEN

El Sindrome de Cornelia de Lange (SCdL) es un trastorno multisistémico incluido
dentro del grupo de cohesinopatias que cursa principalmente con discapacidad intelectual,
rasgos faciales caracteristicos, anomalias en extremidades superiores y crecimiento atipico.
Los principales genes alterados, conocidos hasta el momento, en esta enfermedad son NIPBL,
SMC3, RAD21, SMC1A, HDAC8, BRD4, ANKRD11, MAUZ2. Debido a las caracteristicas
fenotipicas, a las comorbilidades asociadas y a la esperanza de vida reducida, se cree que este
sindrome puede estar asociado a un envejecimiento precoz. Por ello, el objetivo de este trabajo
es valorar la posible existencia de un deterioro prematuro bioquimico en el SCdL. Para ello, se
ha realizado un estudio retrospectivo de 24 valores bioquimicos en una cohorte espafola de 24
individuos con SCdL (9 hombres y 15 mujeres) de edades comprendidas entre 2 y 37 afios. Las
analiticas fueron realizadas en el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa durante el XIlI
Congreso Nacional del Sindrome de Cornelia de Lange en el 2018. Los 24 parametros
analizados se han clasificado en 8 categorias: eje adrenal, metabolismo lipidico, funcion
cardiaca, metabolismo glucidico, eje tiroideo, eje de crecimiento, funcién renal y metabolismo
mineral 6seo. Se ha realizado una regresion lineal para estudiar cambios relacionados con la
edad, y comparado los datos con los valores de normalidad en poblacién sana de diferentes
cohortes, tanto en edad pediatrica como en la edad adulta y senectud. Ademas, se han
utilizado las bases de datos Pubmed, OMIM y HPO para realizar una detallada revisién
bibliografica del deterioro asociado a la edad que sufren estos parametros en condiciones
fisiologicas. Con todo ello, se observa que los individuos con SCdL presentan un deterioro
prematuro en el metabolismo glucidico y mineral éseo. Por lo tanto, con este trabajo se pone
de manifiesto la importancia de realizar un seguimiento clinico con la evaluacién del indice
HOMA-IR y el metabolismo fosfocélcico en los individuos con SCdL.
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ABSTRACT

Cornelia de Lange Syndrome (CdLS) is a multisystemic disorder included within the
group of cohesinopathies that mainly presents intelectual disability, characteristic facial
features, abnormalities in the upper extremities and atypical growth. The main altered genes,
known to date, in this disease are NIPBL, SMC3, RAD21, SMC1A, HDAC8, BRD4, ANKRD11,
MAU2. Due to the phenotypic characteristics, associated comorbidities and reduced life
expectancy, it is believed that this syndrome may be associated with premature aging.
Therefore, the aim of this study is to assess the possible existence of a premature biochemical
deterioration in the CdLS. To do this, a retrospective study of 24 biochemical values was carried
out in a Spanish cohort of 24 individuals with CdLS (9 men and 15 women) aged between 2 and
37 years. The analyses were conducted at the Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa
during the XIllII National Congress of Cornelia de Lange Syndrome in 2018. The 24 parameters
analyzed have been classified into 8 categories: adrenal axis, lipid metabolism, heart function,
carbohydrate metabolism, thyroid axis, growth axis, kidney function and bone mineral
metabolism. A linear regression has been performed to study age-related changes, and the
data compared with the normality values in the healthy population of different cohorts, both in
pediatric age and in adulthood and senescence. In addition, Pubmed, OMIM and HPO
databases have been used to carry out a detailed bibliographic review of the age-related
deterioration suffered by these parameters under physiological conditions. With all this, it is
observed that individuals with CALS present a premature deterioration in carbohydrate and
bone mineral metabolism. Therefore, this work highlights the importance of carrying out a
clinical follow-up with the evaluation of the HOMA-IR index and phosphocalcic metabolism in
individuals with CdLS.

Keywords

Cornelia de Lange syndrome, CdLS, progeroid syndromes, physiological aging,
premature aging, adrenal axis, lipid metabolism, heart function, carbohydrate metabolism,
thyroid axis, growth axis, kidney function, bone mineral metabolism.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sindrome de Cornelia de Lange

El sindrome de Cornelia de Lange (SCdL) (OMIM# 122470, 300590, 300882, 610759,
614701)'* es un trastorno multisistémico genéticamente heterogéneo con caracteristicas
fisicas, cognitivas y conductuales que lleva el nombre de la pediatra holandesa Cornelia de
Lange, quien describi6 el trastorno por primera vez en dos bebés en 1933. Aunque los primeros
casos fueron documentados en 1849 por los anatomistas holandeses Gerardus y Willem Vrolik,
seguidos en 1926 por un médico aleman llamado Brachmann’.

Estd causado por variantes en cualquiera de los ocho genes descritos hasta el
momento (NIPBL, SMC3, RAD21, SMC1A, HDAC8, BRD4, ANKRD11, MAU2)? '3, todos ellos
tienen una funcion estructural o reguladora en el complejo de cohesina. Por ello, este sindrome
se incluye dentro de un conjunto de patologias denominadas cohesinopatias’.

El SCdL clasico o tipico es facilmente reconocible por pediatras experimentados y
genetistas clinicos ya que estos pacientes tienen una apariencia craneofacial distintiva y un
patrén de crecimiento caracteristico, asi como malformaciones en extremidades. Sin embargo,
no todos los individuos exhiben el fenotipo clasico, la presentacién del trastorno puede variar
ampliamente’.

La heterogeneidad tanto en la presentacion fenotipica como en los genes causales ha
hecho que sea cada vez mas dificil determinar qué combinacién de caracteristicas deberian
definir el SCdL. Por ello, el fenotipo general de este sindrome se puede caracterizar como un
espectro al que pertenece el fenotipo clasico de SCdL y otros sindromes con fenotipo similar
pero causados por otros genes implicados en el funcionamiento de la cohesina’ (Figura 1).

Figura 1. Fenotipos faciales en individuos con SCdL. a. NIPBL (SCdL clasico); b. NIPBL (SCdL no clasico); c. SMC1A;
d. SMC3; e. HDACS; f. RAD21; g. ANKRD11 " 1316

Existe un grupo de patologias causadas por variantes patogénicas en genes implicados
en el funcionamiento de la cohesina que no se incluyen dentro del espectro SCdL ya que
muestran una superposicién limitada con el fenotipo clasico, como son el Sindrome de Roberts
(OMIM# 268300) y el Sindrome de Nicolaides—Baraitser (OMIM# 601358)" 14,

Hasta la fecha, no se conocen individuos con fenotipo clasico de SCdL en el que se
haya demostrado de manera fiable que una variante en un gen sin funcién de cohesina haya
causado dicho trastorno. Por tanto, todas las causas conocidas de SCdL pueden clasificarse
como cohesinopatias, pero no todas las cohesinopatias dan como resultado SCdL".



La incidencia exacta de este sindrome es desconocida ya que es posible que los casos
mas leves sean subdiagnosticados, pero se estima que es de 1/ 10.000 — 30.000 nacidos
vivos2.

1.1.1. Caracteristicas clinicas

El SCdL se caracteriza por discapacidad intelectual, rasgos faciales bien definidos,
anomalias en las extremidades superiores y crecimiento atipico, entre muchos otros signos y
sintomas® (Anexo, Tabla 1).

Dado que el SCdL generalmente se puede reconocer desde el nacimiento, el pediatra
tiene un papel central en la atencién clinica. Una vez que se ha confirmado el diagndstico
clinico de SCdL, todos los bebés o nifios deben ser evaluados para detectar malformaciones
importantes asociadas y comunes que requieren tratamiento y/o vigilancia®.

Los rasgos faciales son los mas caracteristicos del SCdL e incluyen manifestaciones
oculares como sinofridia, cejas gruesas y pestafas largas, nariz corta, reborde nasal céncavo,
punta nasal hacia arriba y narinas antevertidas, un surco nasolabial largo y liso, un bermellén
(labio superior) delgado y las comisuras de la boca hacia abajo* (Figura 2).

Tipicamente tienen orejas de implantacion baja, con malformacién del pabellén
auricular. Un tercio de los individuos tienen canales auditivos pequenos y estenoticos, lo que
predispone a otitis media y sinusitis. La pérdida auditiva es muy comun (85 a 90%) en las
personas con SCdL. Suele ser bilateral, presente en la infancia, varia de leve a grave (40-50%)
y es neurosensorial en un 25% y conductiva en un 75%. La hipoacusia conductiva es a menudo
secundaria a otitis media persistente con derrame (80-85%). La estenosis del canal esta
presente en el 30%5.

La intubacion puede ser dificil en personas con SCdL, debido a que suelen tener
micrognatia, mentdén pequenio, cuello corto, rigidez de las articulaciones temporomandibulares y
paladar hendido’.

El peso al nacer suele estar por debajo del percentil 5, y la altura, el peso y la
circunferencia de la cabeza permanecen por debajo de los rangos para la poblacién general. El
crecimiento esta influenciado por la naturaleza de la variante y el gen causante y tiende a estar
menos comprometido en individuos con variantes en el gen SMC1A en comparaciéon con
aquellos con variantes en N/IPBL".

La mayoria de las personas con SCdL atravesaran la pubertad, aunque es probable
que sea levemente retrasada (la edad media de aparicion es de 15 afios para los nifios y de 13
afos para las nifias). En promedio, la menarquia se retrasa un afio en comparacion con la
poblacién general. El 5% de las nifas nunca menstruara, mientras que para las demas esta
sera irregular. Aproximadamente el 80% de las nifias desarrollaran tejido mamario y un 19%
utero bicorne. En los nifios, el 80% presentara criptorquidia, el 37% un pene hipoplasico y el
9% hipospadias. Los adolescentes con SCdL pueden tener sobrepeso u obesidad,
normalmente inducida por una dieta con alto indice caldrico y la actividad fisica limitadaZ2.

Los problemas musculoesqueléticos son comunes, independientemente del gen
involucrado. En individuos con variantes en NIPBL, las anomalias importantes mas frecuentes
son las de las extremidades superiores (25%), mientras que, en aquellos con variantes en otros
genes, tales malformaciones son poco frecuentes (SMC3, HDAC8 y RAD21) o ausentes
(SMC1A)". 7. 18,



Las principales anomalias de las extremidades se encuentran casi exclusivamente en
las extremidades superiores, mas frecuentemente en varones®, y son asimétricos en el 65% (en
el 75% de estos individuos, el lado derecho es el lado mas afectado)’.

Las malformaciones incluyen un antebrazo ausente, sinostosis radiocubital, radio o
cubito ausentes y oligodactilia. La polidactilia ocurre solo en raras ocasiones. Las manos
pequefias estan presentes en casi todas personas con SCdL; subdesarrollo de la cabeza radial
y la luxacion radial estan presentes en el 79% de los individuos; otras anomalias menores
(pulgares colocados proximalmente o curvatura anormal (clinodactilia) del quinto dedo) estan
presente en 65-85%" 7> 13, La escoliosis, especialmente la escoliosis toracica, se desarrolla en
un tercio de los pacientes, sobre los 10 afios de edad! (Figura 2).
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Figura 2. Algunos rasgos faciales y manifestaciones clinicas caracteristicas de los pacientes con SCdL. a. ectrodactilia
y sindactilia; b. clinodactilia del quinto dedo; c. ausencia de cubito y la mayoria de estructuras digitales (nétese también
el hirsutismo en espalda); d. hirsutismo? " 1!

Las anomalias cardiovasculares mas caracteristicas del SCdL son el defecto septal
ventricular, la comunicacion interauricular y la anormalidad de la morfologia del sistema
cardiovascular?.

La ecocardiografia y la ecografia renal estan indicadas, de forma rutinaria, en todo
lactante y nifio diagnosticado, dado que el 25% de los individuos con SCdL tienen una
anomalia cardiaca y el 10% una malformacion renal’.

Los individuos con SCdL tienen malformaciones gastrointestinales frecuentemente,
como estenosis pilérica, malrotacién intestinal y hernia diafragmatica congénita3. La
enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) es el problema gastrointestinal mas prevalente
y grave y también puede presentarse en la infancia como el complejo Sandifer, que se
caracteriza por causar una postura disténica paroxistica incluyendo torticolis y opistétonos?. Las
dificultades de alimentacién estan presentes casi universalmente en recién nacidos y bebés
con SCdL y, en numerosas ocasiones, también en nifios y adultos8.

Los problemas dentales consisten en una erupcion dentaria secundaria tardia, dientes
pequefios o ausentes, malposicién, maloclusion, apifiamiento de los dientes, caries dentales en
la superficie maxilar perilinglie, debido a la ERGE y enfermedad periodontal y bruxismo®.

Las personas con SCdL muestran discapacidad intelectual que varia de severa a leve;
una pequefia proporcion se encuentra dentro del rango normal, mientras que la mayoria tiene
discapacidad intelectual de severa a moderada. La ansiedad es comun como condiciéon
primaria en los individuos con SCdL. También puede aparecer TOC, TDAH, alteracion del
suefio y autismo, entre otros3.



Las dificultades en la interaccién social y ansiedad pueden empeorar las habilidades
linglisticas'®. Las habilidades de comunicacion varian ampliamente en individuos con SCdL
pero, por lo general, existen grandes dificultades, particularmente en las habilidades del
lenguaje expresivo, aunque también puede existir un habla y un lenguaje bien desarrollados’.

La fonacion, el habla y la masticacion pueden verse comprometidas en individuos con
SCdL debido a un anormal tono muscular. El habla también puede verse afectado por la
pérdida de audicion o anomalias morfolégicas del paladar, mandibula y articulacién
temporomandibular. Ademas, tienden a vocalizar con un tono bajo, llorar y hablar con una voz
monotona, independientemente del nivel cognitivo’.

Es frecuente que aparezca hirsutismo generalizado, especialmente en la cara, la
espalda y las extremidades y cutis marmorata®. En ocasiones, pueden presentar arrugas,
flacidez y el pelo gris, signos de envejecimiento prematuro, y, por lo tanto, pueden parecer mas
viejos de lo que a su edad cronolégica corresponde?. También se ha evidenciado la existencia
de trombocitopenia transitoria y/o inmune’.

1.1.2. Caracteristicas moleculares

El espectro del SCdL, es decir, el fenotipo de este sindrome, se ha asociado con
anomalias moleculares que afectan a los genes implicados en la regulaciéon de la cromatina,
especialmente los que implican al complejo de cohesina''. La cohesina es un regulador
esencial de muchos aspectos de la biologia cromosdmica, como la segregacion cromosomica,
el mantenimiento de la estabilidad del genoma, la regulacién de la expresién génica, la
estructura de la cromatina y la organizacion del genoma™.

Se desconoce el mecanismo exacto del SCdL, pero se estima que el papel directo de la
cohesina como regulador de la expresion génica es de crucial importancia en la expresion
fenotipica del sindrome?.

Hasta la fecha, los principales genes que se han visto involucrados con este sindrome
son NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21, HDAC8, BRD4, ANKRD11, MAU2. Estos genes
representan aproximadamente el 80% de los casos, por lo que la etiopatogenia del 20%
restante de los pacientes con un cuadro clinico diagndstico de SCdL es desconocida’-'.

El gen NIPBL (OMIM# 608667)'* es el gen asociado con mas frecuencia al SCdL,
identificandose en el 70% de los casos aproximadamente y relacionandose mayoritariamente
con el fenotipo clasico. EI gen SMC1A (OMIM# 300040)'* se ha identificado en el 5% de los
individuos con SCdL, mostrando en la mayoria un fenotipo no clasico. En general se observan
rasgos faciales menos marcados, menos efectos sobre el crecimiento y la carencia de
anomalias en extremidades® 3.

Los genes SMC3 (OMIM# 606062)'4, RAD21 (OMIM# 606462)'4, HDAC8 (OMIM#
300269), BRD4 (OMIM# 608749)', ANKRD11 (OMIM# 611192)* y MAU2 (OMIM#
614560)"4, recientemente descubierto', se encuentran en una gran minoria de pacientes’,
destacando el fenotipo de la variante ANKRD11 (OMIM# 611192)'* ya que se caracteriza
principalmente por la “Gestalt” facial del SCdL"6.

En la busqueda de mas causas de SCdL, se han identificado variantes en varios genes
adicionales por secuenciacion del exoma, como las variantes de novo en EP300 y en AFF4,
variantes en NAA10 y variantes recesivas de TAF6. Sin embargo, estas se detectaron en
individuos que presentan caracteristicas clinicas limitadas del SCdL en lugar de en individuos
gue cumplen los criterios clinicos de diagndstico para SCdL".



1.1.3. Diagnéstico clinico y genético del SCdL

Se puede realizar un diagnéstico prenatal. Las principales indicaciones para este
diagndstico son un nifio previo con SCdL, un nuevo embarazo en una familia con una
alteracion conocida en un gen de SCdL o, como ocurre con mayor frecuencia, sin antecedentes
familiares, pero con caracteristicas que sugieren SCdL en la ecografia fetal. El hallazgo mas
comun es la restriccion del crecimiento intrauterino simétrico con inicio en el segundo trimestre,
siendo también frecuentes las anomalias en miembros superiores y la micrognatia, asi como la
disminuciéon de PAPP-A y el aumento de la translucencia nucal. Se suele realizar una biopsia
corial, amniocentesis o analisis de células embrionarias mediante fertilizacién in vitro'.

Debido a la amplia heterogeneidad en el diagnéstico, atencién y tratamiento y a la gran
variabilidad fenotipica en el SCdL, se han establecido una serie de criterios diagndsticos,
gracias al Grupo Internacional de Consenso de SCdL formado por expertos internacionales’.

Estos criterios diagnésticos se basan en una combinacién de signos y sintomas que
definen el fenotipo clasico de SCdL. Se clasifican en caracteristicas cardinales, siendo estas
las mas significativas del SCdL y en caracteristicas sugerentes, que se suman al diagnéstico,
pero son menos especificas (Anexo, tabla 2). Una puntuaciéon 211 indica SCdL clasico si estan
presentes al menos tres caracteristicas cardinales; una puntuacion de 9 a 10 indica SCdL no
clasico si estan presentes al menos dos caracteristicas cardinales; una puntuacion =4 es
suficiente para justificar la prueba molecular de SCdL si al menos hay una caracteristica
cardinal presente; una puntuacion <4 es insuficiente para indicar dicha prueba. Ademas, una
puntuacion =211 confirma el diagnostico de SCdL independientemente de que la variante en el
gen causante se encuentre o no'.

Para el diagndstico genético, se realizan pruebas genéticas moleculares. La
secuenciacion en panel es la forma mas eficaz para detectar variantes causales en cualquiera
de los genes que se sabe que causan el SCdL y las pruebas moleculares de primera linea
deben utilizar un panel que contenga, al menos, los ocho genes conocidos. La mayoria de los
laboratorios de diagndstico incluyen varios genes adicionales que pueden causar un fenotipo
similar a SCdL como CREBBP o EP300".

Si la secuenciacion de panel no esta disponible, la secuenciacién de Sanger de NIPBL
en un individuo con fenotipo clasico seria el enfoque elegido en primer lugar para las pruebas
moleculares. Para las personas con fenotipos no clasicos, la evaluacion del fenotipo puede
permitir a los médicos experimentados determinar cual de los otros genes candidatos deberia
ser secuenciado primero'.

Si el panel o la secuenciacién de Sanger no detectan variantes causales, se debe
considerar un estudio dirigido a detectar mosaicismo, preferiblemente utilizando fibroblastos no
cultivados, aunque también se pueden usar células bucales o células epiteliales de la vejiga. Si
es negativo, se debe considerar la posibilidad de realizar pruebas de deleciones o
duplicaciones de NIPBL utilizando amplificacion de sonda dependiente de ligadura mudltiple
(MLPA)'.

1.2. Sindromes progeroides
El envejecimiento es un fendmeno biolégico general que afecta a todos los seres

humanos y da como resultado un deterioro funcional de los sistemas fisiolégicos acompafiado
de un mayor riesgo de enfermedades crénicas con el avance de la edad cronolégica'”.



Los sindromes con envejecimiento prematuro o sindromes progeroides muestran
muchas caracteristicas clinicas de patologias asociadas al envejecimiento y signos similares al
envejecimiento fisioldgico. Sin embargo, ocurren a edades mas tempranas y a menudo
progresan rapidamente'”.

Los procesos de envejecimiento prematuro son en su mayoria segmentarios porque
involucran a uno o mas drganos, pero no exhiben todos los aspectos asociados con el
envejecimiento fisiolégico'” 18,

Los principales signos de envejecimiento precoz son alopecia, encanecimiento del
cabello, contracturas articulares, lipodistrofia, hipoacusia, cataratas, diabetes mellitus tipo 2,
osteoporosis, aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares y neoplasias a una edad
temprana. Estos sindromes también pueden ir acompanados de discapacidad intelectual,
retraso del crecimiento y retraso en el desarrollo'”: '8,

Los signos y sintomas iniciales de los sindromes progeroides segmentarios (SPS)
suelen ser inespecificos, lo que dificulta relacionarlos con un sindrome concreto. Ademas,
hasta ahora se han identificado mas de 100 genes asociados a estos sindromes. Por tanto, es
aconsejable realizar un analisis genético basado en Secuenciacién de Nueva Generacion
(NGS)a.

Los SPS son, tanto clinica como genéticamente, un grupo de enfermedades muy
heterogéneo. Segun la edad de inicio de la enfermedad, se diferencia entre formas de SGS
congénitas, infantiles y juveniles / adultas™®.

Se describen los sindromes progeroides mas caracteristicos que se han encontrado
tras una busqueda selectiva de la base de datos PubMed. Se explica la edad de aparicion, las
caracteristicas clinicas y genéticas y la herencia de cada sindrome'”: 8 (Anexo, tabla 3).

Merece mencién aparte un sindrome conocido mundialmente, el Sindrome de Down
(SD) o trisomia 21. Este sindrome se caracteriza principalmente por discapacidad intelectual
variable (se considera la principal causa de discapacidad intelectual), hipotonia muscular y
laxitud articular, rasgos faciales caracteristicos y defectos gastrointestinales, cardiacos,
neurosensoriales o endocrinos’®.

Se ha observado que los individuos con la trisomia 21 comienzan a envejecer
prematuramente y presentan precozmente caracteristicas de la poblacién geriatrica. Ademas,
se cree que dicho envejecimiento es atipico y segmentario ya que recapitula muchos signos y
sintomas clasicos del envejecimiento, pero no todos°.

Clinicamente, los sujetos con SD presentan signos de envejecimiento precoz que
afectan especialmente al sistema neurolégico, con una prevalencia extremadamente alta de
demencia de tipo Alzheimer. También afecta de forma prematura a los sistemas dermatoldgico,
sensorial, endocrino y musculoesquelético, lo que lleva a altos niveles de mortalidad y
morbilidad en esta poblacion?0.

1.3. Biomarcadores de envejecimiento

La acumulacion de dafio celular dependiente del tiempo es ampliamente considerada la
causa general del envejecimiento. Cada marcador debe cumplir idealmente los siguientes
criterios: (1) debe manifestarse durante el envejecimiento normal; (2) su agravamiento
experimental deberia acelerar el envejecimiento; y (3) su mejora experimental deberia retrasar
el proceso de envejecimiento normal y, por lo tanto, aumentar la esperanza de vida saludable?’.
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Carlos Lopez-Otin et al.?! propusieron nueve biomarcadores del envejecimiento: (1)
inestabilidad gendmica; (2) atricion de telédmeros; (3) alteraciones epigenéticas; (4) pérdida de
proteostasis; (5) deteccidon de nutrientes desregulada; (6) disfuncion mitocondrial; (7)
senescencia celular; (8) agotamiento de células madre; (9) alteracion de la comunicacion
intercelular.

Estos biomarcadores se clasifican en tres categorias (Figura 3). En la parte superior,
las que se consideran las principales causantes de dafo celular; en la parte central, las que se
consideran respuestas compensatorias o antagénicas al dafio, que intentan mitigarlo, pero con
la cronicidad o exacerbaciéon se vuelven perjudiciales; y en la parte inferior, las que se
consideran el resultado final de las dos anteriores y las responsables del deterioro funcional
asociado al envejecimiento?’.

Biomarcadores primarios

Inestabilidad Pérdida de Atricion de Alteraciones
genomica proteostasis teléomeros epigenéticas

\Z

Biomarcadores antagonistas

Deteccion de nutrientes

desregulada Disfuncion mitocondrial Senescencia celular

\Z

Biomarcadores integradores

Alteracion de la comunicacion

Agotamiento de células madre intercelular

Figura 3. Clasificacion de los biomarcadores del envejecimiento segun sus interconexiones funcionales. Los nueve
sellos del envejecimiento propuestos se agrupan en tres categorias. Imagen modificada de Carlos Lépez-Otin et al. %'

Un denominador comun del envejecimiento es la acumulacion de dano genético a lo
largo de la vida. Ademas, numerosas enfermedades del envejecimiento prematuro, como el
sindrome de Werner y el sindrome de Bloom, son la consecuencia de una mayor acumulacién
de dafio en el ADN2'.

Los sistemas de estabilidad gendmica incluyen mecanismos especificos para mantener
la longitud y la funcionalidad adecuadas de los teléGmeros y para asegurar la integridad del ADN
mitocondrial. Ademas de estas lesiones directas en el ADN, defectos en la arquitectura nuclear,
conocidos como laminopatias, pueden causar inestabilidad del genoma y producir sindromes
de envejecimiento prematuro?! 22,

Los telémeros, conocidos como las puntas de cromatina responsables de prevenir la
degradacion en los extremos cromosomicos, se acortan y se vuelven cada vez mas
susceptibles al dafio con la edad. El agotamiento de los telémeros explica la limitacion de la
capacidad proliferativa de algunos tipos de células cultivadas in vitro, la llamada senescencia
replicativa, o limite de Hayflick. De hecho, la expresion ectdépica de la telomerasa es suficiente
para conferir inmortalidad a otras células mortales sin causar transformacién oncogénica?'.

Los cambios epigenéticos se conocen como cambios hereditarios en el fenotipo
independientes de las mutaciones de la secuencia de ADN. Implican alteraciones en los
patrones de metilacién del ADN, modificacion postraduccional de histonas y remodelacion de
cromatina?'.

A diferencia del dafio acumulativo del ADN y muchas otras caracteristicas del
envejecimiento, las alteraciones epigenéticas son aparentemente reversibles y encarnan



dianas farmacoldgicas prometedoras para las terapias disefiadas para promover un
envejecimiento saludable?3,

Muchos estudios han demostrado que la proteostasis se altera con el envejecimiento.
Ademas, la expresion crénica de proteinas desplegadas, mal plegadas o agregadas contribuye
al desarrollo de algunas patologias relacionadas con la edad, como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y las cataratas?!.

La evidencia disponible actual apoya firmemente la idea de que la sefializacién
anabdlica acelera el envejecimiento y la disminucion de la sefalizacion de nutrientes prolonga
la longevidad. Ademas, una manipulacion farmacolégica que imita un estado de la
disponibilidad limitada de nutrientes, como la rapamicina, puede extender la longevidad en
ratones, tal y como se ha demostrado en diversos estudios?'.

La funciéon mitocondrial tiene un profundo impacto en el envejecimiento. La disfuncién
mitocondrial puede acelerar el envejecimiento en mamiferos, pero estd menos claro si la
mejora de la funcién de la mitocondria, por ejemplo, a través de la mitohormesis, puede
extender la vida util en los mamiferos, aunque existen evidencias sugestivas en este sentido?'.

La senescencia celular se puede definir como una detencion estable del ciclo de la
célula acoplado a cambios fenotipicos estereotipados. Hoy en dia sabemos que la senescencia
observada por Hayflick esta causada por el acortamiento de los teldmeros, pero existen otros
estimulos asociados al envejecimiento que desencadenan la senescencia independientemente
de este proceso telomérico. Mas notablemente, el dafio del ADN no telomérico y la
desrepresion del locus INK4 / ARF, los cuales ocurren progresivamente con el envejecimiento
cronologico?!.

Debido a que el numero de células senescentes aumenta con el envejecimiento, se ha
asumido ampliamente que la senescencia contribuye al envejecimiento. Sin embargo, este
punto de vista subestima lo que posiblemente sea el principal propdsito de la senescencia, que
es prevenir la propagacion de células danadas y desencadenar su desaparicion por parte del
sistema inmunolégico?'.

La disminucion del potencial regenerativo de los tejidos, relacionado con el agotamiento
de las células madre, es una de las caracteristicas més obvias del envejecimiento. Por ejemplo,
la hematopoyesis disminuye con la edad, lo que resulta en una disminucion de la produccion de
células inmunes adaptativas, un proceso denominado inmunosenescencia y en una mayor
incidencia de anemia y neoplasias mieloides?".

Mas alla de las alteraciones de las células autébnomas, el envejecimiento también
implica cambios a nivel de comunicacion intercelular, ya sea endocrina, neuroendocrina o
neuronal?*. Por tanto, la sefalizacion neurohormonal (p. €. eje renina-angiotensina, via de
sefalizacion insulina-IGF1 y la adrenérgica) tiende a desregularse en el envejecimiento a
medida que aumentan las reacciones inflamatorias, disminuye la inmunovigilancia contra
patogenos y células premalignas y la composicion del entorno peri y extracelular cambia?'.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es valorar si existe un envejecimiento prematuro en

los pacientes con Sindrome de Cornelia de Lange.

Para llevarlo a cabo, se han establecido una serie de objetivos secundarios:

1.

Analizar los parametros bioquimicos que suelen modificarse con el envejecimiento
fisioldgico en una cohorte espariola de individuos con Sindrome de Cornelia de Lange
(n=24, 9 hombres y 15 mujeres) a fin de observar si existen variaciones precoces de
los mismos.

Dividir los 24 parametros a analizar en 8 categorias segun su funcién en el organismo
para una mejor comprension.

o El eje adrenal se estudiara mediante el cortisol y la ACTH, mas la hormona
adenohipofisaria prolactina por tratarse de una hormona del estrés.

o En el metabolismo lipidico se analizaran colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL v triglicéridos.

o Para la funcion cardiaca se estudiaran marcadores de dafio miocardico como
troponina T ultrasensible y NT-ProBNP.

o El metabolismo glucidico se valorara mediante glucosa, insulina e indice
HOMA-IR.

o En el gje tiroideo se analizaran TSH y T4L.

o El eje de crecimiento serd estudiado mediante IGF-1 e IGF-BP3.

o Enlafuncién renal se examinaran creatinina, urea y acido urico.

o El metabolismo mineral éseo se valorara mediante el analisis de PTH, 25 (OH)
vitamina D, calcio, fésforo y fosfatasa alcalina.

3. Realizar una revisién bibliografica sobre las variaciones de los parametros bioquimicos

y hormonales encontradas dentro de la normalidad tanto en la edad pediatrica y
adolescencia como en la edad adulta y senectud.

Realizar graficas segun edad y si fuese necesario, sexo, que permitan comparar los
parametros del Sindrome de Cornelia de Lange, con los valores de normalidad de los
laboratorios del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa y el Hospital Universitario
Miguel Servet (Zaragoza), asi como, los valores de normalidad obtenidos en la revisién
bibliografica de sujetos sanos de diferentes edades.

Determinar si existe deterioro funcional en los ejes analizados y valorar la necesidad o
no de realizar pruebas complementarias para un estudio mas exhaustivo.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Bases de datos
3.1.1. PubMed

Para llevar a cabo la documentacion de la introduccién se ha empleado principalmente
la base de datos PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), un recurso gratuito que apoya la
busqueda y recuperacion de literatura biomédica y de ciencias de la vida y que contiene mas
de 32 millones de citas y resimenes de literatura biomédica?3.

PubMed estd disponible para el publico en linea desde 1996. Fue desarrollado y
mantenido por el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI), en la Biblioteca
Nacional de Medicina de EE. UU (NLM), situada en los Institutos Nacionales de Salud (NIH).
PubMed facilita la busqueda en varios recursos bibliograficos de NLM como Medline, PubMed
Central (PMC) y Bookshelf?5.

3.1.2. Human Phenotype Ontology

The Human Phenotype Ontology (HPO) (https://hpo.jax.org/app/), traducida como
Ontologia del Fenotipo Humano, proporciona un vocabulario estandarizado de anomalias
fenotipicas encontradas en enfermedades humanas. Cada término del HPO describe una
anomalia fenotipica. HPO se esta desarrollando actualmente utilizando la literatura médica
Orphanet, DECIPHER y OMIM. HPO contiene actualmente mas de 13.000 términos y mas de
156.000 anotaciones a enfermedades hereditarias®.

El proyecto HPO y otros han desarrollado un software para realizar diagndsticos
diferenciales basados en fenotipos, diagndsticos gendmicos e investigacion traslacional. Es un
producto insignia de la iniciativa Monarch, un consorcio internacional apoyado por los NIH
dedicado a la integracion semantica de datos biomédicos y de organismos modelo con el
objetivo final de mejorar la investigacion biomédica. La HPO, como parte de la iniciativa
Monarch, es un componente central de uno de los 13 proyectos impulsores de la hoja de ruta
estratégica de la Alianza Global para la Gendmica y la Salud (GA4GH)3.

3.1.3. OMIM

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (https://omim.org/), traducido como
Herencia Mendeliana en Linea en el Hombre, es un compendio completo y autorizado de
genes humanos y fenotipos genéticos que esta disponible de forma gratuita. Las descripciones
generales de texto completo referenciadas en OMIM contienen informacion sobre todos los
trastornos mendelianos conocidos y mas de 15.000 genes. OMIM se centra en la relacion entre
fenotipo y genotipo. Se actualiza a diario y las entradas contienen numerosos enlaces a otros
recursos genéticos. OMIM esta escrito y editado en el Instituto de Medicina Genética McKusick-
Nathans, Facultad de Medicina de la Universidad Johns Hopkins, bajo la direccién de la Dra.
Ada Hamosh'.

Esta base de datos se inicié a principios de la década de 1960 por el Dr. Victor A.
McKusick como un catalogo de rasgos y trastornos mendelianos, titulado Herencia Mendeliana
en el Hombre (MIM). Se publicaron doce ediciones de libros de MIM entre 1966 y 1998. La
version en linea, OMIM, fue creada en 1985 por una colaboracion entre la Biblioteca Nacional
de Medicina y la Biblioteca Médica William H. Welch en Johns Hopkins. Se puso a disposicion
general en Internet a partir de 1987. En 1995, OMIM fue desarrollado para la World Wide Web
por NCBI, el Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica'.
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3.2. Participantes

Los datos de los pacientes con SCdL han sido obtenidos en el Grupo de Genética
Clinica y Gendmica Funcional (GlIS062) del Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragén (11S
Aragon). La evaluacion de los pacientes y la recogida de informaciéon se han realizado en el
Servicio de Pediatria del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa, durante el XIIl Congreso
Nacional Cientifico-Familiar del Sindrome Cornelia de Lange, que se celebré en Zaragoza del
25 al 28 de octubre de 2018. En este estudio se han incluido 24 pacientes, 15 mujeres y 9
hombres, con edades comprendidas entre 2 y 37 afios.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres o tutores. Se siguieron
las directrices éticas para la investigacion en seres humanos esbozadas por la Declaracion de
Helsinki (revision de Fortaleza 2013) y la Declaracion de Taipei. Las muestras bioldgicas e
informacién clinica estan recogidas en la coleccion de muestras inscrita con el cdodigo
C.0005514 cuyo titular es el Dr. Feliciano J. Ramos. El protocolo de trabajo esta aprobado por
el Comité de Etica de Investigacion Cinica del Gobierno de Aragén (CEICA: PI116/225).

3.2.1. Evaluacion Clinica

La informacion clinica de los pacientes fue obtenida de la Historia Clinica y de las
consultas realizadas por los distintos especialistas durante la realizacion del XllI Congreso
Nacional Cientifico-Familiar del Sindrome Cornelia de Lange en Zaragoza. Para el calculo de la
puntuacion clinica se han utilizado los criterios descritos por Kline et al.

3.2.2. Analisis de muestras

3.2.2.1.  Analisis Bioquimico

Se extrajeron y centrifugaron muestras de sangre venosa y se separ6 el plasma o el
suero en alicuotas en octubre (otofio). Los analisis se realizaron en ayunas, en situacion de
reposo durante 20-30 minutos y en ausencia de enfermedades intercurrentes.

Dentro del estudio hormonal, los niveles de insulina, TSH, T4, prolactina, ACTH,
cortisol fueron medidos mediante ensayos de electroquimioluminiscencia especificos utilizando
el autoanalizador Cobas €601 (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania). Los niveles de IGF-1
e IGF-BP3 se midieron con ensayos inmunométricos quimioluminiscentes (Immulite 2000Xpi;
Siemens Healthcare Diagnostics, Los Angeles, CA). La PTH se midi6 mediante un kit
disponible empleando el autoanalizador Roche Cobas 6000 (Roche Diagnostic, Mannheim,
Alemania) y sus niveles se determinaron mediante electroquimioluminiscencia.

Respecto al analisis de bioquimica clinica, la glucosa sérica se analizé mediante un
método espectrofotométrico enzimatico con el autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostic,
Mannheim, Alemania). Los niveles de 25-OH-vitamina D, calcio, fosforo y fosfatasa alcalina
(FA) se midieron mediante un kit disponible comercialmente utilizando el autoanalizador Roche
Cobas 6000 (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania). Los niveles de 25-OH-vitamina D fueron
determinados mediante electroquimioluminiscencia. Los niveles de calcio, fosforo y FA se
midieron fotométricamente.

3.2.2.2.  Diagndstico molecular

El diagnéstico molecular se realizé por los miembros del grupo de Genética Clinica y
Genomica Funcional a partir de ADN extraido de una muestra de sangre. Se realizdé un panel
de genes dirigido a través de un analisis de secuenciacion profunda utilizando los sistemas lon
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Chef e lon S5 XL (Thermo Fisher Scientific) localizados en los servicios cientificos centrales de
Secuenciaciéon y Gendmica funcional del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS).

El panel de SCdL personalizado fue disefiado usando la herramienta en linea lon
AmpliSeqTM Designer. El panel disefiado abarcaba 249,25 kb de la secuenciacién genémica
seleccionada, incluyendo: NIPBL (NM_133433.3), SMC1A (NM_006306.3), SMC3
(NM_058243.2), RAD21 (NM_006265.2), HDAC8 (NM_018486.2), BRD4 (NM_058243.2) y
ANKRD11 (NM_001256183.1). El analisis se realizé utilizando los programas lon Reporter e
IGV (Broad Institute). Todas las variantes reportadas fueron validadas por secuenciacion
Sanger.

3.3. Valores referencia

Para comparar los datos bioquimicos de los pacientes con SCdL se han utilizado los
valores de referencia aportados por el servicio de Bioquimica del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa y el Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza).

Para la discusion del deterioro asociado a la edad de cada uno de los parametros, se
han buscado valores de referencia por edad para tener una comparativa mas global de los
mismos. Todos los estudios consultados en la realizacion de este trabajo se especifican en la
Tabla 4 de Anexos.

Los valores de referencia aportados por el HCU Lozano Blesa son los siguientes:
ACTH 0-46 pg/mL; cortisol basal 5-25 pg/dL; prolactina, hombres 4,04-15,2 ng/mL, mujeres
4,79-23,2 ng/mL; colesterol, sin riesgo < 200 ng/dL; LDL (calculado), éptimo <100 mg/dL; HDL,
>40 mg/dL; triglicéridos < 150 mg/dL; glucosa 60-100 mg/dL; insulina, 2,6-24,9 yUl/mL; HOMA-
IR, prepuberal <3,5, puberal <4,5; TSH 0,6-4,84 mUI/L; T4L 0,97-1,67 ng/dL; IGF-1 95-460
ng/mL; IGF-BP3 3,3-10 ug/mL; creatinina 0,32-0,59 mg/dL; urea 0,15-0,36 g/L; acido urico 2-
5,1 mg/dL; PTH 15-65 pg/mL; 25 (OH) vitamina D 30-150 ng/mL; calcio 9,4-10,8 mg/dL; fésforo
4,5-6,5 mg/dL.

Los valores de referencia aportados por el HUMS son troponina T ultrasensible,
hombres < 19,8 ng/L, mujeres <11,6 ng/L; NT-ProBNP < 300 pg/mL; fosfatasa alcalina <30
dias, hombres 75-316 UI/L, mujeres 48-406 UI/L; 1 mes - 1 afio, hombres 82-383 UI/L, mujeres
124-341 UI/L; 1-4 afos, hombres 104-345 UI/L, mujeres 108- 317 UI/L; 4-7 afos, hombres 93-
309 UI/L, mujeres 96-297 UI/L; 7-10 anos, hombres 86-315 Ul/L, mujeres 69-325 UI/L; 10-13
afos, hombres 42-362 Ul/L, mujeres 51-332 UI/L; 13-16 afos, hombres 74-390 UI/L, mujeres
50-162 UI/L; 16-18 afos, hombres 52-171 Ul/L, mujeres 47-119 UI/L; >18 afios 30-120 UI/L.

3.4. Graficas y Analisis estadisticos

Las graficas se han realizado con Excel 2016. Para el analisis de datos se ha realizado
una regresion lineal simple con el objetivo de analizar si existe una relacién entre la edad y la
variable bioquimica estudiada. Se ha separado por sexo (hombres y mujeres) en aquellos
parametros que presentan valores de normalidad diferentes segun el sexo (prolactina,
troponina T ultrasensible, fosfatasa alcalina).

Los valores de referencia utilizados para la representacion de las graficas han sido los
del HCU Lozano Blesa; excepto para los valores de troponina T ultrasensible, NT-ProBNP y
fosfatasa alcalina que se han utilizado los valores de referencia del HUMS.
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El analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el software GraphPad Prism 8. Se
ha utilizado el test estadistico F para realizar el contraste de regresion, que contrasta la
hipétesis nula de que la pendiente de la recta es cero, es decir, que no existe relacion o
dependencia lineal entre las dos variables. Las diferencias consideradas como significativas
son aquellas que presentan un p-valor inferior a 0.05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha analizado un total de 24 parametros bioquimicos que han sido agrupados segun
su funcion en ocho categorias para:

1. Eje Adrenal: ACTH y cortisol (también prolactina por tratarse de una hormona del
estrés)

Metabolismo lipidico: Colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos

Funcion cardiaca: Troponina T ultrasensible y NT-proBNP

Metabolismo glucidico: Glucosa, insulina y HOMA-IR

Eje tiroideo: TSH y T4L

Eje de crecimiento: IGF-1 e IGF-BP3

Funcidn renal: Creatinina, urea y acido urico

Metabolismo mineral 6seo: PTH, 25 (OH) vitamina D, calcio, fésforo, fosfatasa alcalina

© Nk WD

Para cada una de estas categorias se ha realizado una descripcion fisiolégica, se han
explicado los cambios producidos con el envejecimiento y, por ultimo, se ha analizado el
comportamiento en la cohorte de individuos con SCdL analizados.

41. Eje adrenal

4.1.1. Fisiologia del envejecimiento del eje adrenal

El envejecimiento normal esta asociado a numerosos cambios endocrinos como los
cambios en la estructura y funcién de la glandula suprarrenal. Se producen alteraciones en la
produccion hormonal, un aumento gradual sostenido de la secrecion de glucocorticoides y una
disminucién de los niveles de andrégenos suprarrenales, asi como cambios sutiles tanto en la
secrecion de ACTH como en la de cortisol?®.

El cortisol esta regulado por el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, el cual es
fundamental para la homeostasis, actuando como regulador de la respuesta al estrés.
Concretamente, el cortisol se produce en respuesta a la estimulacion de ACTH producida en la
hipdfisis que, a su vez, es estimulada por la CRH producida en el hipotdlamo, siendo regulado
por un ciclo de retroalimentacién negativa. El aumento de los niveles circulantes del cortisol en
personas mayores es de gran interés debido al impacto que tiene en diversos sistemas y a su
relacidon con el estrés cronico ya que la evidencia disponible sugiere fuertemente que el estrés
crénico puede acelerar el envejecimiento?.

A medida que las funciones fisiolégicas disminuyen gradualmente durante el
envejecimiento, se produce una reduccion de la actividad de dicho eje debido a una alteracion
de la sensibilidad del mismo. El patrén de secrecién de cortisol por la zona fasciculada de la
corteza adrenal también sufre modificaciones con la edad. A diferencia de la mayoria de las
hormonas cuyos niveles disminuyen a lo largo de los afios, las concentraciones medias de
cortisol aumentan, mostrando patrones generalmente irregulares y un perfil circadiano
aplanado. Asimismo, las concentraciones basales de ACTH en personas mayores se suelen
elevar ligeramente con la edad?s.

4.1.2. Evaluacion del eje adrenal en individuos con SCdL

Para estudiar el eje adrenal, se han analizado los niveles basales de ACTH vy cortisol
en 24 pacientes con SCdL (Tabla Suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los valores
de referencia del cortisol y ACTH son 5-25 ug/dL y 0-46 pg/mL, respectivamente, tanto para
hombres como para mujeres, y sin hacer diferencias por edad. En cambio, segin un estudio
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basado en una cohorte alemana (n=4678) en la que se han establecido valores segun rangos
de edad, se observa un aumento del cortisol con la edad. Cabe destacar que en la cohorte
alemana femenina se observa un ascenso pronunciado de los niveles de cortisol a partir de los
15 afos de edad. Este hecho parece ser debido a la toma de anticonceptivos en algunas de
estas mujeres, ya que se encuentran grandes variaciones entre las mujeres que toman
anticonceptivos y las que no en el rango de 15-40 afios de edad?’.

Dentro de los rangos de normalidad y sin ser patolégico se observa una cierta caida de
los niveles de cortisol y ACTH con la edad que no parece guardar relacién con la poblacién
control, sin evidenciarse diferencias estadisticamente significativas (cortisol, p = 0.0785; ACTH,
p = 0.1232). Bien es cierto que el mayor aumento de estas concentraciones en las edades
tempranas de la vida podria deberse al estrés producido en el momento de la extraccion de
sangre (Figura 4).
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Figura 4. Niveles basales de cortisol y ACTH en individuos con SCdL. Cada punto corresponde a un individuo (cortisol,
n=20; ACTH, n=22). La linea discontinua negra muestra la regresion lineal: cortisol, p = 0.0785; ACTH, p = 0.1232. Las
lineas rojas indican los limites superiores e inferiores de los valores de referencia del HCU Lozano Blesa.

Para determinar el efecto del estrés en los valores obtenidos de ACTH vy cortisol basal,
se evaluaron los niveles de prolactina en estos pacientes. La prolactina es una hormona
peptidica secretada principalmente por la adenohipdfisis y liberada a sangre periférica de
manera pulsatil?8.

Por tanto, también se han analizado los niveles basales de prolactina en 24 pacientes
con SCdL (Tabla Suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los valores de referencia de
la prolactina son 4,04-15,2 ng/mL en hombres y 4,79-23,2 ng/mL en mujeres, Los niveles
basales de prolactina se suelen mantener constantes a lo largo de los afios. Actualmente no se
conoce que haya correlacion entre el envejecimiento y las concentraciones de prolactina®. No
obstante, segun los valores de referencia del Hospital Infantil La Paz (Madrid) los nifios y nifias
menores de 1 afio de edad, tienen niveles elevados de prolactina que comienzan a descender
y estabilizarse a partid de dicha edad, especialmente en los varones?®,

La concentracion de esta hormona en mujeres con SCdL se encuentra dentro de la
normalidad, sin una marcada tendencia ascendente o descendente. En cambio, es llamativo
como los niveles en los varones son superiores a los de la poblacién control, hecho que podria
estar relacionado con el estrés o con la toma de neurolépticos, como es el caso de los cuatro
varones de mayor edad analizados. No obstante, no se observa una relacion significativa entre
la edad del individuo y los valores de prolactina, ni en hombres (p = 0.7073) ni en mujeres (p =
0.7599) (Figura 5).
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Figura 5. Niveles basales de prolactina divididos segun el sexo. Cada punto corresponde a un individuo (n=24, 9
hombres y 15 mujeres). La linea discontinua negra muestra la regresion lineal: prolactina (hombres, p = 0.7073;
prolactina (mujeres) p = 0.7599. Las lineas rojas indican los limites superiores e inferiores de los valores de referencia
del HCU Lozano Blesa para estos parametros.

Aparentemente, el cortisol y ACTH tienen una cierta caida, sin ser significativa, que
parece relacionarse con la edad. Sin embargo, el estudio de la prolactina revela que los nifios
de 2-5 anos tienen una prolactina muy elevada, que coincide con el aumento de ACTH y
cortisol, lo que parece ser una respuesta a una situacion de estrés.

En resumen, segun los datos obtenidos, ni los niveles de cortisol ni de ACTH de los
individuos con SCdL reflejan un envejecimiento prematuro, ya que no se observa la tendencia
al alza de dichas concentraciones, tal y como si se evidencia en la poblacién control. Asimismo,
la prolactina no parece tener relacidon con el envejecimiento normal y tampoco se observan
cambios llamativos en los niveles de prolactina de los individuos con SCdL.

4.2. Metabolismo lipidico
4.2.1. Fisiologia del envejecimiento del metabolismo lipidico

El envejecimiento a menudo se acompafia de una desregulacién de todo el
metabolismo lipidico del cuerpo. Principalmente se manifiestan niveles plasmaticos elevados
de colesterol LDL, teniendo un impacto significativo en el riesgo de enfermedad cardiovascular,
debido a su asociacion con la placa aterosclerética, asi como a niveles elevados de
triglicéridos. Por el contrario, los niveles de colesterol HDL suelen disminuir con la edad
aproximadamente un 1% por afio, relacionandose también con la enfermedad cardiovascular®.

4.2.2. Evaluacion del metabolismo lipidico en individuos con SCdL

Para estudiar el metabolismo lipidico, se han analizado los niveles basales de
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL vy triglicéridos de 24 pacientes con SCdL (Tabla
suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los valores de referencia éptimos son colesterol
total < 200 mg/dL, LDL < 100 mg/dL, HDL > 40 mg/dL vy ftriglicéridos < 150 mg/dL, sin hacer
diferencias entre edad o sexo.

Sin embargo, en un estudio realizado por Khosrow Adeli et al.3" basado en una cohorte
canadiense (n=11.999) de edades comprendidas entre 3 y 79 afios se observa que tanto las
concentraciones de colesterol total como las de LDL vy triglicéridos aumentan desde la primera
infancia hasta la edad adulta, siendo ligeramente superiores los niveles de LDL vy triglicéridos
en el sexo masculino. Esto podria indicar la creciente demanda de sintesis hormonal asociada
con el crecimiento y desarrollo, asi como estar relacionado con la dieta, estilo de vida
sedentario, obesidad, resistencia a la insulina y enfermedades metabdlicas. Por el contrario, las
concentraciones de HDL de esta poblacién disminuyen con la edad. No obstante, en las
mujeres se produce un aumento de dichas concentraciones, lo que apoya el papel de los
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estrogenos en modular el HDL, un mecanismo que se cree que podria explicar, en parte, la
proteccion contra las enfermedades cardiovasculares en mujeres.

Los niveles de los lipidos analizados en los individuos con SCdL se encuentran dentro
de los rangos de normalidad. Tanto el colesterol total como el LDL parecen tener una tendencia
a aumentar con la edad, aunque la relacién no es significativa (p = 0.1744, p = 0.1248,
respectivamente), siguiendo la dinamica natural segun la edad. En cambio, los niveles de
colesterol HDL se mantienen estables, con una ligera tendencia al alza, y los niveles de
triglicéridos parece que tienden a disminuir ligeramente con la edad. No obstante, no se
observan diferencias significativas ni en HDL (p = 0.7218) ni en triglicéridos (p = 0.6973)
(Figura 6).
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Figura 6. Niveles basales de colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL y triglicéridos individuos con SCdL. Cada
punto corresponde a un individuo (n=24, 9 hombres y 15 mujeres). La linea discontinua negra muestra la regresion
lineal; colesterol, p = 0.1744; LDL, p = 0.1248; HDL, p = 0.7218; triglicéridos, p = 0.6973. Las lineas rojas indican los

limites superiores de los valores de referencia del HCU Lozano Blesa para estos parametros, a excepcion del HDL que
indica el limite inferior.

A la vista de estos datos podemos concluir que el metabolismo lipidico de las personas
con SCdL sigue la tendencia normal segun la edad. No se evidencian alteraciones relevantes ni
signos de envejecimiento prematuro en este aspecto.

4.3. Funcion cardiaca

4.3.1. Fisiologia del envejecimiento de la funcion cardiaca

Uno de los principales marcadores de la funcién cardiaca es la troponina T, utilizada
principalmente para estudiar el infarto agudo de miocardio ya que se considera un biomarcador
especifico de dafo miocardico. En diversos estudios, como el estudio realizado por Denis
Monneret et al.32 (n=2707) se ha observado que las concentraciones de troponina aumentan
con la edad, encontrandose también diferencias significativas entre hombres y mujeres. Sin
embargo, existe controversia sobre si este aumento de troponina T se debe a la edad o a las
comorbilidades asociadas a las personas mayores33.

Estos niveles de troponina varian de forma diferente en la poblacién pediatrica, de 0 a
19 afos aproximadamente. En estas edades, se observan unos niveles muy elevados de
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troponina T en los nifios y nifias menores de 1 afo. Esto podria ser un resultado parcial de
hipoxia transitoria en el parto y/o expresién de troponina fetal en el musculo esquelético.
Después del afio de edad, las concentraciones de troponina disminuyen considerablemente y
se estabilizan3+.

El término NT-proBNP se corresponde con el segmento N-terminal del péptido
natriurético de tipo B. Este péptido es sintetizado en los ventriculos como respuesta al
estiramiento de los miocitos y/o sobrecarga de presidon. Su principal funcion reside en el
diagnostico y seguimiento de insuficiencia cardiaca y de distintos sindromes coronarios?®.

A pesar de estar extremadamente ligado a las patologias cardiacas, también se han
visto variaciones en sujetos sanos, segun el género y la edad. Se ha demostrado como los
valores de NT-proBNP aumentan con la edad, siendo mayores en mujeres que en hombres.
Estos niveles también difieren segun la genética, la etnia, la funcién renal y el indice de masa
corporal, entre otros35.

Los niveles de NT-proBNP en nifios con enfermedades cardiacas son similares a los
estudios en adultos. Los valores normales de este péptido, en poblacion pediatrica sana, se
muestran elevados inmediatamente después del nacimiento, seguidos de una drastica
disminucién en los primeros dias y posteriormente una disminuciéon gradual, igual que ocurre
con la troponina T. Los niveles difieren segun el sexo en el grupo de 10-14 afos, siendo
superiores en el sexo femenino?®.

4.3.2. Evaluacion de la funcidon cardiaca en individuos con SCdL

Para estudiar la funcién cardiaca, se han analizado los niveles basales de Troponina T
ultrasensible y NT-ProBNP en 24 pacientes con SCdL (Tabla suplementaria 1). Segun el
HUMS, los valores de referencia de la Troponina T son < 11,6 ng/L en mujeres y < 19,8 ng/L en
hombres, encontrandose diferencias entre sexos. Sin embargo, los valores de referencia del
NT-ProBNP son < 300pg/mL para ambos sexos.
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Figura 7. Niveles basales de Troponina T ultrasensible y NT-ProBNP en individuos con SCdL. Cada punto corresponde
a un individuo (troponina, n=20; NT-ProBNP, n=22). La linea discontinua negra muestra la regresion lineal: troponina T
(hombres), p = 0.0628; troponina T (mujeres), p = 0.1563; NT-ProBNP, p = 0.1795. Las lineas rojas indican los limites

superiores e inferiores de los valores de referencia del HUMS para estos parametros.
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A pesar de no observarse variaciones en los valores de referencia del HUMS segun la
edad en las graficas, existe evidencia cientifica sobre el aumento de los niveles de Troponina T
ultrasensible con la edad, a partir de los 20 afos aproximadamente32. Bien es cierto que, hasta
los 19 afios, las concentraciones de este péptido suelen ser bajas y estables. En las mujeres
con SCdL, sin ser significativo, se observa una ligera caida de los valores de troponina T en la
edad adulta (p = 0.1563), al contrario de lo que seria esperable segun la evidencia cientifica.
En hombres, aunque parece observarse una tendencia al alza en los primeros afos de vida (p
= 0.0628), no hay un numero suficiente de individuos analizados como para poder extraer
conclusiones (Figura 7).

Las concentraciones de NT-ProBNP en las personas con SCdL sigue una tendencia
similar a la de la troponina T, se observa una caida gradual de dichas concentraciones, sin ser
estadisticamente significativa (p = 0. 1795) lo que difiere en cierta manera de la tendencia a
aumentar con el envejecimiento en poblacion normal (Figura 7).

En conclusién, los niveles de troponina T y NT-ProBNP, no reflejan un deterioro
prematuro de la funcion cardiaca. No obstante, serian necesarios estudios funcionales para
valorar en detalle la funcionalidad cardiaca.

4.4. Metabolismo glucidico

4.4.1. Fisiologia del envejecimiento del metabolismo glucidico

El envejecimiento se caracteriza por una reduccion del metabolismo de los
carbohidratos en todo el cuerpo. La tolerancia a la glucosa disminuye con la edad,
normalmente a partir de la tercera década de vida3”. Al mismo tiempo, la hiperglucemia, como
resultado de la tolerancia reducida a la glucosa, exacerba y acelera los procesos de
envejecimiento, como los involucrados en el dafo oxidativo, la reparacion del ADN, la
reticulacion del colageno y el engrosamiento de la membrana basal capilar3s.

La pérdida de masa y funcidn de las células beta puede atribuirse a varios
mecanismos, y entre ellos, destacan la sobrecarga de glucosa y de lipidos. En un modelo in
vitro de islotes humanos, la edad se correlaciona con la apoptosis de las células beta inducida
por glucosa y la funcién de estas células disminuye alrededor de un 1% por afio con la edad en
individuos caucasicos tolerantes a la glucosa. Sin embargo, en el envejecimiento, la masa de
células alfa y beta parece ser bastante estable. Por tanto, es probable que un aumento
compensatorio en la secrecion de insulina pueda deberse a un proceso funcional mas que
anatémico®.

Existe gran controversia sobre la alteracion de la secrecion de insulina con el
envejecimiento, diversos estudios han demostrado que se produce un deterioro de la secrecion
de insulina en personas de edad avanzada, asi como una desregulacion en los patrones del
ritmo de liberacion de insulina®®. En cambio, en muchos otros estudios, no se observan
variaciones con la edad o incluso se observan incrementos de la misma3’. Sin embargo, existe
un consenso generalizado respecto a que el envejecimiento se acompana de un aumento de la
resistencia a la insulina del tejido periférico, principalmente a nivel del musculo esquelético3®.

4.4.2. Evaluacién del metabolismo glucidico en individuos con SCdL

Para estudiar el metabolismo glucidico, se han analizado los niveles basales de
glucosa e insulina y se ha calculado el indice HOMA-IR en 24 pacientes con SCdL (Tabla
Suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los valores de referencia de la glucosa son 60-
100 mg/dL tanto para hombres como para mujeres. Los rangos de normalidad de la insulina en
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nifnos estan divididos segun el estadio de Tanner: Tanner |: 0,62-11,57 pUl/mL; Tanner Il: 0,69-
13,75 pyUl/mL; Tanner lllI; 3,42-16,28 pyUl/mL; Tanner IV-V: 2,02-20,76 yUl/mL; en adultos se
sitian entre 2,6-24,9 pUl/mL, sin encontrarse diferencias entre sexos. Por ultimo, los valores de
normalidad del indice HOMA se dividen en prepuberales < 3,5 y puberales < 4,5.

El indice HOMA-IR se utiliza ampliamente en estudios epidemiolégicos y en la practica
clinica para estimar la resistencia a la insulina. Pilar Gayoso-Diz et al.3%, en un estudio realizado
con una cohorte espafola (n = 2246) comprendida entre 20 y mas de 80 afios analizaron los
valores del indice HOMA-IR y se ha observado como los niveles medios de HOMA-IR son mas
altos en hombres que en mujeres. Ademas, en las mujeres se mostré una asociacién no lineal
significativa (p = 0.006), encontrandose niveles significativamente mas altos (p = 0.04) en el
sexo femenino a partir de la quinta década de edad. En cambio, en los hombres no existe
evidencia que sugiera dicha asociacién (p = 0.14), a pesar de que si que aumentaron los
valores con la edad hasta los 80 afos. Estas diferencias pueden reflejar el efecto de los
cambios menopausicos (disminucion de los niveles de estrégenos y aumento del tejido adiposo
visceral) sobre la resistencia a la insulina.

Blegina Shashaj et al.*0 analizaron en una cohorte caucasica (n=2753) de edades
comprendidas entre 2 y 17,8 afios los rangos de referencia del indice HOMA-IR. En dicho
estudio observaron como el indice HOMA-IR aumenta progresivamente con la edad,
estabilizdndose entre los 13 y 15 afios de edad y disminuyendo ligeramente posteriormente. No
hay duda de que el estado puberal influye en el grado de resistencia a la insulina.
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Figura 8. Niveles basales de glucosa, insulina y HOMA-IR en individuos con SCdL. Cada punto corresponde a un

individuo (glucosa, n=24; insulina, n=23; HOMA-IR, n=23). La linea discontinua negra muestra la regresion lineal:

glucosa, p = 0.6174; insulina, p = 0.1224;, HOMA-IR, p = 0.1174. Las lineas rojas indican los limites superiores e
inferiores de los valores de referencia del HCU Lozano Blesa para estos parametros.

Tanto glucosa como insulina se encuentran dentro del rango de normalidad. Las
concentraciones de glucosa se mantienen estables, sin grandes variaciones, en todo el rango
de edad (p = 0.6670). Parece que los niveles de insulina tienen una tendencia ascendente, sin
ser estadisticamente significativa (p = 0.1224), aunque es dificil de interpretar esta tendencia ya
que existe gran controversia sobre los niveles de insulina y el envejecimiento, ademas seria
necesario analizar un mayor nimero de individuos para valorar las diferentes pendientes segun
rangos de edad. (Figura 8).
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El pardametro mas util para valorar la resistencia a la insulina en relaciéon al
envejecimiento es el indice HOMA-IR. En los individuos con SCdL no se observa una relacion
significativa de los valores de este indice con la edad (p = 0.1174). Sin embargo, hay que
destacar que 5 de los 23 pacientes analizados (21,7%) presentan un indice HOMA patolégico,
y que esta alteracién se observa ya en individuos de menos de 5 afios de edad no obesos. Por
tanto, estos datos sugieren una mayor predisposicion a desarrollar diabetes en los individuos
con el SCdL (Figura 8).

En conclusion, el hecho de observarse niveles de HOMA-IR patolégicos en mas del
20% de los individuos con SCdL, apoya la teoria y sugiere un posible aumento de resistencia a
la insulina en las personas con SCdL y un posible deterioro acelerado del metabolismo
glucidico.

4.5. Eje tiroideo

4.5.1. Fisiologia del envejecimiento del eje tiroideo

El envejecimiento provoca diversos cambios fisioldgicos y morfolégicos en la glandula
tiroides. Sin embargo, ciertos cambios en la homeostasis de la hormona tiroidea parecen
contribuir a la longevidad*'.

Las concentraciones séricas de TSH aumentan gradualmente en el envejecimiento
saludable, aunque la secrecion de T4 tiroidea y las concentraciones de T4L permanecen sin
cambios. Por el contrario, la degradacion de T4 por desyodacion del anillo externo disminuye
con la edad. El punto de ajuste hipofisario de la supresion por retroalimentacion de TSH se
restablece gradualmente en las personas mayores, aunque esto se hace evidente solo en la
senescencia extrema. Ademas, el hecho de que el aumento nocturno de TSH disminuya con la
edad también apunta a la presencia de disfuncién hipotalamica en los ancianos*'.

4.5.2. Evaluacion del eje tiroideo en individuos con SCdL

Para estudiar la funcién tiroidea, se han analizado los niveles basales de TSH y T4L en
24 pacientes con SCdL (Tabla Suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los valores de
referencia de TSH y T4L son 0,6- 4,84 mUI/L y 0,97- 1,67 ng/dl, respectivamente, sin
encontrarse diferencias entre sexo ni entre edad.

Sin embargo, segun David Strich et al.*2 en un estudio basado en una cohorte de
Jerusalén (n = 27940) en el que se obtuvieron datos de personas de edades comprendidas
entre 1 y mas de 80 afios de edad se observé como la TSH disminuye hasta los 40-50 afios y
después aumenta en ambos sexos. En cambio, la T4L disminuye ligeramente hasta los 40-50
afios y después comienza a elevarse en mujeres mientras que en hombres continua
descendiendo. No obstante, en otros estudios, el aumento de TSH se produce a partir de los 30
afos de edad, lo que puede deberse a diferencias en el suministro de yodo.

Gunapalasingham, G et al.#3 realizaron un estudio en una cohorte danesa (n = 2410) de
nifnos y adolescentes de 6 a 19 afios de edad. Se encontrd una correlacién dependiente de la
edad para ambos sexos ya que tanto T3L como T4L disminuyen ligeramente con la edad,
siendo mas notable este descenso entre los 10-15 anos, coincidiendo con el desarrollo puberal.
Las concentraciones de TSH, en cambio, se mantienen estables. Por el contrario, segun los
valores de referencia del Hospital Infantil La Paz (Madrid), tanto los niveles de T4L como los de
TSH disminuyen de 1 a 18 afos, evidenciandose concentraciones ligeramente superiores de
T4L en mayores de 18 afios*4.
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Figura 9. Niveles basales de TSH y T4 libre en individuos con SCdL. Cada punto corresponde a un individuo (n=24, 9
hombres y 15 mujeres). La linea discontinua negra muestra la regresion lineal: TSH, p = 0.0689; T4 libre, p = 0.1959.
Las lineas rojas indican los limites superiores e inferiores de los valores de referencia del HCU Lozano Blesa para
estos parametros.

Encontrandose dentro del rango de normalidad, en los datos obtenidos de los
individuos con SCdL se observa una tendencia descendente tanto en los niveles de TSH como
en los de T4L (p = 0.0689; p = 0.1959, respectivamente), sin llegar a ser significativa con el
numero de individuos analizados (Figura 9).

Tal y como ya se ha mencionado, tanto en la edad pediatrica como al comienzo de la
edad adulta sana, los niveles basales de TSH y T4 libre -suelen disminuir hasta los 40-50 afios,
ascendiendo posteriormente, por tanto, se concluye que estas hormonas en el SCdL siguen la
tendencia natural segun la edad correspondiente y no se relacionan con un deterioro
acelerado.

4.6. Eje de crecimiento

4.6.1. Fisiologia del envejecimiento del eje de crecimiento

Los factores de crecimiento similar a la insulina (IGF) representan una familia de
proteohormonas con una alta homologia de secuencia con la proinsulina. Sus efectos
biolégicos estan mediados y modificados por un complejo sistema formado por dos IGF (IGF-1,
IGF-2) y una familia de seis proteinas de union a IGF de alta afinidad (IGFBP), de los cuales
IGF-BP3 es la mas abundante en sangre postnatal. El IGF-1 se sintetiza predominantemente
en el higado en respuesta a la GH hipofisaria y es el principal mediador de los efectos
periféricos de la GH. A pesar de que la secrecion de GH sigue un patréon pulsatil, las
concentraciones de IGF-1 e IGF-BP3 circulantes son en gran parte estables durante el
transcurso de un dia y en periodos mayores, por lo tanto, se considera que reflejan el estado a
largo plazo de la secrecion de GH*.

Normalmente, los niveles de IGF-1 disminuyen desde el nacimiento hasta los seis
meses de edad, con un aumento subsiguiente en la infancia tardia. Las concentraciones de
IGF-1 muestran un aumento méas pronunciado en la pubertad con niveles maximos a los 14,5
afos en las nifas y a los 15,5 afios en los nifos o en los estadios IlI-1V de Tanner en nifias y IV
en ninos. Los niveles de IGF-BP3 exhiben cambios similares a los de IGF-1 aunque son menos
acentuados en la etapa puberal. Tras la pubertad, los niveles de IGF-1 e IGF-BP3 disminuyen
notablemente de manera casi lineal con el aumento de la edad. Por tanto, la edad en si parece
influir en las concentraciones de IGF-1 e IGF-BP3, no obstante, la composicién corporal, la
actividad fisica, los habitos de vida y los cambios en los niveles de esteroides sexuales también
regulan estas concentraciones?6.
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4.6.2. Evaluacioén del eje de crecimiento en individuos con SCdL

Para estudiar el eje del crecimiento, se han analizado los niveles basales de IGF-1 e
IGF-BP3 en 24 pacientes con SCdL (Tabla Suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los
valores de referencia tanto de IGF-1 como de IGF-BP3 difieren entre la edad pediatrica y la
adulta. Los valores de IGF-1 en la edad pediatrica se han dividido segun el estadio de Tanner,
siendo dichos valores: Tanner | 53-332 ng/ml, Tanner 1l 84-431 ng/ml, Tanner Il 114-773 ng/ml,
Tanner IV 217-843 ng/ml, Tanner V 147-842 ng/ml. En cambio, los valores en adultos de 20 a
30 afios son 116-358 ng/ml y de 30 a 40 afos oscilan entre 109-307 ng/ml. Los valores de IGF-
BP3, en la edad pediatrica, también se dividen segun el estadio de Tanner siendo Tanner | 1,3-
6,3 ug/mL, Tanner Il 2,4-6,7 ug/mL, Tanner Il 3,3-9,1 ug/mL, Tanner IV 3,5-8,6 ug/mL, Tanner
V 2,7-8,9 uyg/mL. En adultos de 20 a 30 afios los valores son 3,4-7,8 uyg/mL y en el caso de 30 a
40 afios, 3,5-7 pug/mL.

Segun el estudio de Nele Friedrich et al.*® basado en 11 cohortes de diferentes paises
de Europa, Canada y EE. UU y divididas por edad en recién nacidos, edades pediatricas y
adultos (n = 14970). Se observé que las concentraciones de IGF-BP3 e IGF-1 estan
fuertemente relacionadas con la edad, sin grandes variaciones entre sexos. En la infancia, los
niveles mas bajos se observan al nacer, seguidos de un rapido aumento durante las primeras
semanas de vida y posteriormente un aumento gradual hasta los 22 afos de edad,
alcanzandose las concentraciones maximas de IGF-BP3 mas tarde que las de IGF-1. En la
edad puberal se evidencia un pico pronunciado de las concentraciones de IGF-1 y de IGF-BP3.
Al mismo tiempo, los niveles de IGF-1 disminuyen rapidamente y los de IGF-BP3 descienden
lentamente formandose una meseta en las edades de entre 15 y 25 afios. A la edad de 30
afos, las concentraciones de IGF-BP3 son similares en ambos sexos, seguidas de una
disminucién mas marcada en hombres que en mujeres.

Ademas, para reflejar con mas exactitud los cambios puberales, también analizaron los
rangos de referencia segun los estadios de Tanner en la edad pediatrica, observandose
concentraciones mas altas de estos parametros en los estadios IV/V de Tanner.

En los datos obtenidos de los individuos con SCdL se observa una tendencia al alza
hasta los 20 afios aproximadamente, relacionandose con la época de crecimiento, y siendo
similar al comportamiento observado en los estudios analizados previamente. A partir de esta
edad, las concentraciones de IGF-1 y de IGF-BP3 parece que comienzan a disminuir, sin
embargo, es necesario la evaluacion de mas individuos adultos para poder realizar un estudio
de regresioén a partir de los 20 afios de edad (Figura 10).
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Figura 10. Niveles basales de IGF-1 e IGF-BP3 en individuos con SCdL. Cada punto corresponde a un individuo (IGF-
1, n=23; IGF-BP3, n=24). Las lineas rojas indican los limites superiores e inferiores de los valores de referencia del
HCU Lozano Blesa para estos parametros.
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En conclusién, como ha sido descrito en poblacién sana, los valores de IGF-1 e IGF-
BP3 aumentan significativamente hasta los 20 afios de edad en los individuos con SCdL. A
partir de esa edad, parece observarse una disminucion de la concentracion sérica de IGF-1 e
IGF-BP3, pero son necesarios estudios en mas individuos para poder relacionar la evolucion de
estos parametros con un deterioro precoz.

4.7. Funcion renal

4.7.1. Fisiologia del envejecimiento de la funcion renal

Macroscopicamente el envejecimiento se suele manifestar en el rifidn con rugosidad de
la superficie del rifidn, formacion de quistes simples y disminucién del volumen renal total.
Microscépicamente se caracteriza por nefroesclerosis, engrosamiento de la membrana basal
glomerular, ensanchamiento mesangial y aumento de la acumulacién de matriz extracelular*’.

Los cambios estructurales son concomitantes con una disminucién de la funcién renal,
que se evalua principalmente con la tasa de filtracién glomerular total (TFG), la cual disminuye
entre 5-10% por década a partir de los 35 afios de edad. Este deterioro se cree que puede
deberse a la pérdida de nefronas, pero existe gran controversia al respecto. Asimismo, la
evidencia sugiere que la funcion tubular renal también disminuye progresivamente con el
envejecimiento?’.

La creatinina es un compuesto obtenido de la degradacion de la creatina en el tejido
muscular. La mayor parte de la creatinina es excretada por los rifiones y, por ello, la creatinina
plasmética es el marcador endégeno mas comunmente utilizado de la TFG. El acido urico es el
resultado del metabolismo de nitrégeno en el organismo humano y la urea es el producto final
de la degradacion de las proteinas. Ambos son eliminados por orina. Los tres parametros
permiten valorar la presencia de algun desorden renal o metabolico*s.

4.7.2. Evaluacion de la funciéon renal en individuos con SCdL

Para estudiar la funcidon renal, se han analizado los niveles basales de creatinina, urea
y acido urico en sangre en 24 pacientes con SCdL (Tabla Suplementaria 1). Segun el HCU
Lozano Blesa, los valores de referencia de creatinina son 0,32-0,59 mg/dL, los de urea, 0,15-
0,369g/L y los de acido urico, 2-5,1 mg/dL, sin hallarse diferencias entre edades o género.

Segun el estudio de Khosrow Adeli et al.3' (n=11.999) se observan variaciones segun la
edad y el sexo. Los tres parametros, creatinina, urea y acido urico, aumentan con la edad,
siendo mas marcado este aumento en hombres que en mujeres vy, principalmente, en la edad
pediatrica y adolescencia. La cantidad de creatinina producida diariamente a partir de la
descomposicion de la creatina en el musculo se correlaciona con el aumento de la masa
muscular. De manera similar, la urea y el acido urico estan relacionados con la degradacién de
proteinas y por ello se espera que aumenten con el crecimiento y desarrollo.

Sin embargo, en un estudio realizado por Carlos Guido Musso et al.*?, no se observa
una diferencia significativa en el valor de creatinina plasmatica entre grupos de diferente edad
ni se evidencian variaciones en los niveles de urea sérica, a pesar de la TFG reducida. Los
niveles séricos de acido Urico y la excrecion fraccionada de acido Urico tampoco difieren entre
personas sanas muy ancianas en comparacion con jéovenes sanos.
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Figura 11. Niveles basales de creatinina, urea y acido urico en individuos con SCdL. Cada punto corresponde a un
individuo (creatinina, n=24; urea, n=23; acido urico, n=23). La linea discontinua negra muestra la regresion lineal:
creatinina, p <0.0001; urea, p = 0.2630; acido urico, p = 0.6568. Las lineas rojas indican los limites superiores e
inferiores de los valores de referencia del HCU Lozano Blesa para estos parametros. * p<0.05, ** p < 0.001, ***p
<0.0001

En lineas generales, las concentraciones de los tres parametros se encuentran dentro
de los rangos de normalidad. Los niveles de urea y acido Urico se mantienen estables con la
edad, pero se puede observar una ligera tendencia descendente en las concentraciones de

urea sin llegar a ser patoldgica y sin ser significativa (urea, p = 0.2630; acido urico, p = 0.6568)
(Figura 11).

Por el contrario, llama la atencién la tendencia ascendente de los niveles de creatinina
desde la edad pediatrica a la edad adulta, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.0001). EI aumento en edad pediatrica probablemente se deba al crecimiento, ya que se
correlaciona con el aumento de masa muscular. Sin embargo, es interesante que continde
aumentando en la edad adulta. Esta alteracion podria reflejar un fallo en la funcién renal pero el
hecho de que los niveles de urea y acido urico se mantengan estables no apoya esta teoria.
Ademas, no ha sido analizada la TFG en los individuos con SCdL, por lo que no podemos
valorar correctamente este aspecto, aunque no parece que esta variacion sea debida a un
deterioro acelerado (Figura 11).

En base a estos datos concluimos que, a pesar de existir evidencia significativa en
relacion al aumento de la creatinina con la edad, no parece que esta se relacione con un

deterioro acelerado de la funcién renal ya que los valores de acido Urico y urea se mantienen
estables.

4.8. Metabolismo mineral 6seo

4.8.1. Fisiologia del envejecimiento del metabolismo mineral 6seo

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima asociada a la membrana celular que participa
en el proceso de mineralizacion producida en el higado, hueso y placenta. Se considera
generalmente como marcador de formacion ésea, aunque en realidad refleja el proceso de
mineralizacion5% 51,
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La 25 (OH) vitamina D y la PTH son esenciales en el metabolismo éseo y la
homeostasis del calcio y mantienen la concentracion de calcio ionizado dentro de los limites
precisos necesarios para alcanzar las funciones metabdlicas y neurorreguladoras.
Actualmente, los niveles de PTH se consideran el mejor marcador disponible no invasivo del
recambio 6se05’.

La 25 (OH) vitamina D se considera el mejor indicador del estado de la vitamina D
porque, a diferencia de la 1,25 (OH) vitamina D (calcitriol), no depende de la PTH vy refleja
directamente la entidad de las reservas de vitamina D. Sin embargo, debido a que la
concentracion sérica total de 25 (OH) vitamina D se puede obtener de diversas fuentes, la
adopcién de un rango de valores de referencia es muy complicada. La principal fuente biologica
surge de la exposicion a los rayos UVB, por lo que existe una amplia variabilidad de
concentraciones de vitamina D a lo largo del afo%% Bien es cierto que, a medida que una
persona envejece, la actividad del aparato enzimatico de la piel que sintetiza vitamina D es
hasta 10 veces menor que en los individuos jovenes®3.

Con el aumento de la edad, la hidroxilacién de la vitamina D se ralentiza y aumenta la
resistencia del tejido diana al calcitriol, lo que conduce a una reduccion de la absorcion
intestinal de calcio y fésforo y una estimulacion de la produccion y liberacién de PTH53. 54,

4.8.2. Evaluacion del metabolismo mineral 6seo en individuos con SCdL

Para estudiar el metabolismo mineral éseo, se han analizado los niveles basales de
PTH (basal), 25 (OH) vitamina D, calcio, fésforo y fosfatasa alcalina en 24 pacientes con SCdL
(Tabla Suplementaria 1). Segun el HCU Lozano Blesa, los valores de referencia son: PTH
(basal) 15-65 pg/mL; 25 (OH) vitamina D 30-150 ng/mL; calcio 9,4-10,8 mg/dL; fésforo 4,5-6,5
mg/d, sin encontrarse diferencias entre sexo ni edad. Los valores de referencia de la fosfatasa
alcalina han sido obtenidos del HUMS, para poder reflejar de forma mas exacta las variaciones
que ocurren con la edad pediatrica. Estos valores en mujeres son 1-4 afos: 108-317 UI/L, 5-7
anos: 96-297 UI/L; 8-10 afos: 69-325 UI/L, 11-13 afios: 51-332 UI/L, 14-16 afios: 50-162
UI/L,17-18 anos: 47-119 UI/L; en los hombres, dichos valores son 1-4 afios: 104-345 UI/L, 5-7
anos: 93-309 UI/L, 8-10 afos: 69-325 UI/L, 11-13 afios: 42-362 UI/L, 14-16 afos: 74-390 UI/L,
17-18 anos: 52-171 Ul/L. En mayores de 18 afios, los valores para ambos sexos son 30-120
UI/L.

Normalmente, el nivel sérico de FA cambia con la edad. Se encuentra levemente
elevado en relacion con los niveles de adultos durante los primeros tres meses de vida,
aumenta con la pubertad de dos a tres veces y permanece estable por encima del nivel de los
adultos durante 1 o 2 anos. Este aumento se relaciona con la aceleracién del crecimiento
durante la pubertad>'.

Segun un estudio realizado por Sarah Seberg Diemar et al.5% basado en una cohorte
danesa (n = 2308) de edades comprendidas entre 24 y 76 afos se han observado niveles
elevados de FA en las edades menores de 29,9 afios tanto para hombres como para mujeres
que disminuyen progresivamente hasta los 49,9 afios. A partir de los 50 afios se produce un
gran aumento de los niveles de FA solo en mujeres. En edades posteriores, en ambos sexos,
se sigue observando un descenso progresivo de las concentraciones de FA. Estas variaciones
también han sido observadas en el estudio de Khosrow Adeli et al.3!.

Es llamativa la tendencia descendente de las concentraciones de FA en las personas
con SCdL que comienza desde edades tempranas, aunque la relacion es estadisticamente
significativa solo en mujeres (mujeres, p < 0.0005; hombres, p = 0.0823), probablemente
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debido al menor numero de hombres analizados. Al contrario de lo que ocurre en la poblacion
pediatrica sana, en la que se observan grandes aumentos de esta enzima en relacién con el
crecimiento y sobre todo en la adolescencia, se observa como disminuyen drasticamente estos
niveles, siendo el descenso mas marcado en el sexo masculino (Figura 12).
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Figura 12. Niveles basales de PTH, 25 (OH) vitamina D, calcio sérico, fésforo sérico y fosfatasa alcalina en individuos
con SCdL. Cada punto corresponde a un individuo (PTH, n=24; 25 (OH) vitamina D, n=23; calcio, n=23; fésforo, n=22;
FA, n=21). La linea discontinua negra muestra la regresién lineal: PTH, p = 0.3352; 25 (OH) vitamina D, p = 0.0438;
calcio, p < 0.0001; fésforo, p < 0.0001; FA (hombres), p = 0.0823; FA (mujeres), p = 0.0005. Las lineas rojas indican los
limites superiores e inferiores de los valores de referencia del HCU Lozano Blesa para estos parametros, exceptuando
la 25 (OH) vitamina D que solo contiene el limite superior y el FA, cuyos valores de referencia pertenecen al HUMS. *
p<0.05, **p < 0.001, *** p <0.0001

Stefano Stagi et al.5® en su estudio basado en una cohorte italiana (n=1580) de 2 a 17,2
afos, observaron que los niveles de PTH comienzan a aumentar en edades tempranas de la
vida, debido al crecimiento 6seo, y alcanzan un pico entre los 8 y 10 afios en las mujeres y los
10-12 afios en los hombres, existiendo diferencias significativas entre ambos sexos. Tras este
pico, los niveles de PTH descienden ligeramente. Christopher-John L. Farrell et al.5¢ estudiaron
los niveles de PTH sérica en una cohorte australiana (n=33652) de edades comprendidas entre
18 y mas de 80 anos. En dicho estudio se ha observado la existencia de una asociacion
independiente entre la edad y las concentraciones de PTH, con un aumento progresivo de
dichas concentraciones la edad, sin encontrarse diferencias entre sexos.

Encontrandose dentro de la normalidad, se observa una ligera tendencia al alza de los
niveles de PTH en el SCdL, sin ser significativa (p = 0.3352), coincidiendo con lo esperado en
la edad pediatrica. A pesar de disponer de un tamano muestral pequefio de SCdL, se puede
observar el pico de PTH a la edad de diez afos, tal y como se ha reflejado en el estudio de
Stefano Stagi et al.%5, y el ligero descenso posterior. A partir de los 20 afios, se observa un
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aumento brusco de las concentraciones de PTH, que podria asemejarse al esperado en la
edad anciana (Figura 12).

Todos los valores de 25 (OH) vitamina D de las personas con SCdL se encuentran por
debajo del limite inferior de la normalidad, segun los datos del HCU Lozano Blesa. Las
concentraciones tienen una tendencia descendente estadisticamente significativa (p = 0.0438).
También es llamativo que ningun individuo tenga valores de vitamina D dentro de la
normalidad, pero hasta el momento no ha sido correlacionado este déficit con el SCdL (Figura
12).

En el estudio de Khosrow Adeli et al.3' (n=11.999) estudiaron las variaciones con la
edad de calcio y de fésforo. Tanto el calcio total como el fosforo muestran una tendencia similar
en la que las concentraciones de ambos parametros disminuyen con la edad, teniendo niveles
mas altos en la infancia, en relacion con el crecimiento y desarrollo éseo. Este ligero descenso
de ambas concentraciones, calcio y fésforo, desde edades pediatricas también ha sido
observado en el Hospital Infantil La Paz (Madrid)5* 5.

Tanto el calcio como el fésforo de los individuos con SCdL tienen una marcada
tendencia descendente estadisticamente significativa (calcio, p < 0.0001; fésforo, p < 0.0001),
llegando a situarse las concentraciones por debajo de los valores de referencia. Estos valores
comienzan a descender en edades pediatricas, coincidiendo con el descenso de vitamina D.
Dada su relacion con dicha vitamina, es probable que estas alteraciones se relacionen con la
disminucién de la vitamina D y el posible deterioro acelerado (Figura 12).

Tras analizar estos parametros, se concluye que el metabolismo mineral 6seo de los
individuos con SCdL puede tener un deterioro acelerado ya que tanto la vitamina D, como la
FA, la PTH, el calcio y el fésforo, presentan variaciones diferentes a las correspondientes a su
edad, siendo estas similares a las esperadas en la poblacién sana mas anciana.
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5. DISCUSION FINAL

El SCdL es un trastorno del desarrollo que en muchos aspectos cursa con un
“envejecimiento normal”. Sin embargo, diferentes observaciones clinicas apuntan hacia un
deterioro de diferentes érganos y sistemas en individuos con SCdL asociado con la edad. En
este trabajo se ha realizado por vez primera un estudio de la evolucién que sufren con la edad
diferentes parametros bioquimicos en individuos con SCdL, y su posible relacion con un
envejecimiento prematuro.

A nivel bioquimico, se ha observado una relacion significativa de deterioro asociado a
la edad en el metabolismo glucidico y fosfocalcico. Es la primera vez que se describe este
fenémeno en individuos con SCdL, por lo tanto, de confirmarse estos hallazgos, supondria un
cambio en el manejo y tratamiento de estos pacientes, siendo recomendable la realizacion de
un seguimiento clinico longitudinal para la valoracién del indice HOMA-IR y el metabolismo
fosfocalcico, y asi prevenir posibles complicaciones derivadas de la alteracion de estos ejes.

Por el contrario, no se han observado alteraciones significativas que puedan apoyar la
teoria de un deterioro acelerado en el eje adrenal, eje tiroideo, eje de crecimiento, metabolismo
lipidico, funcién cardiaca y funcion renal. Sin embargo, tampoco en otros sindromes
progeroides se observan grandes alteraciones de estos parametros bioquimicos®® 59, Aunque
los parametros bioquimicos pueden ser buenos biomarcadores de una alteracién funcional
concreta, un deterioro funcional progresivo puede no ser detectado inicialmente con estos
valores. Por ello, son necesarios estudios funcionales mas sensibles de los diferentes sistemas
que permitan realizar una evaluacién minuciosa de su funcioén.

En este sentido, gracias a una valoracién funcional del sistema nervioso de los
pacientes con SCdL realizada por el grupo de investigacion de Genética Clinica y Gendmica
Funcional de la Universidad de Zaragoza, se ha descrito una funciéon anormal del sistema
nervioso auténomo, con asimetrias en las respuestas simpaticas de las extremidades inferiores
y una disfuncién sudomotora asociada a la edad®. Igualmente se han descrito alteraciones
ecocardiograficas y de la funcion miocardica relacionadas con el envejecimiento®’.

Una de las principales limitaciones del estudio bioquimico presentado en este TFG es
el tamafo muestral. Si bien una n de 24 en el estudio de una enfermedad minoritaria como es
el SCdL es todo un éxito, se hace insuficiente para poder hacer estudios de regresion en
diferentes rangos de edad, y, separando por sexo. Por ello, ante los resultados tan
prometedores obtenidos en este trabajo, actualmente se esta trabajando para incluir un mayor
numero de individuos, sobre todo, individuos mayores de 20 afios de edad.

Aunque en la edad pediatrica se suelen analizar las variaciones de los diferentes
parametros bioquimicos y hormonales con mayor exactitud, en la edad adulta y senectud estas
variaciones son menos detalladas. Por tanto, dado que la sociedad espafola es una sociedad
envejecida, se considera necesario elaborar un estudio detallado de valores de referencia
estratificados por rango de edad y sexo.

El estudio del envejecimiento es complejo, en tanto y cuanto son numeros los procesos
que intervienen en dicho proceso. Por ello, para su evaluacion es necesario la combinacion de
diferentes aproximaciones, que comprendan estudios moleculares, bioquimicos y funcionales.
En este trabajo, por medio de estudios bioquimicos hemos demostrado que existe una
alteracion en el indice de HOMA-IR, indicador de una desregulacién en la deteccion de
nutrientes, uno de los nueve signos de envejecimiento descritos por Carlos Lopez-Otin et al?'.
Son necesarios mas estudios moleculares que indaguen también en las causas moleculares de
las alteraciones del metabolismo fosfocalcico, que puede estar debido a alteraciones a nivel de
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comunicacion celular o incluso a un agotamiento de las células madre de los osteoclastos. Hay
que tener en cuenta que, el SCdL esta causado por alteraciones en el complejo de cohesinas,
un complejo que juega un papel fundamental en la reparacién de ADN. De este modo, los
pacientes con SCdL pueden acumular mas dafio en su ADN, otro de los grandes signos de
envejecimiento descritos.

Por todo ello, entender y describir el proceso de envejecimiento en los individuos con
SCdL es fundamental para mejorar su calidad de vida. Si bien es cierto que con estos
resultados no podemos afirmar que exista un envejecimiento prematuro en el SCdL, si que se
observa un deterioro precoz de diferentes dérganos y sistemas, abriendo nuevas vias de
investigacion en esta enfermedad.
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6. CONCLUSIONES

1. Los estudios bioquimicos del eje adrenal, eje tiroideo, eje de crecimiento, metabolismo
lipidico, funcion cardiaca y funcién renal no evidencian un deterioro acelerado de
dichas funciones en los individuos con Sindrome de Cornelia de Lange.

2. La determinacién de los valores de insulina y glucosa basal en ayunas y el calculo del
indice HOMA-IR, revelan una mayor resistencia a la insulina en individuos con
Sindrome de Cornelia de Lange, sugiriendo un posible deterioro acelerado del
metabolismo glucidico.

3. Los valores de Vitamina D, PTH, fosfatasa alcalina, calcio y fésforo de los individuos
con Sindrome Cornelia de Lange indican un deterioro acelerado del metabolismo
mineral éseo.

4. La no deteccién de fallo funcional mediante una valoracion bioquimica no nos permite
descartar un deterioro de dicha funcion. Es necesario realizar un seguimiento
longitudinal a nivel molecular, bioquimico y funcional para estudiar el deterioro de los
diferentes 6rganos y sistemas.

5. Es la primera vez que se describe un deterioro del metabolismo glucidico y fosfocalcico
en el Sindrome de Cornelia de Lange, por lo tanto, se recomienda un seguimiento
clinico especifico en estos pacientes con el fin de prevenir posibles complicaciones
derivadas de la alteracion de estos ejes.

6. Los valores de referencia de los distintos parametros bioquimicos y hormonales
existentes en la actualidad son limitados para aplicarse en investigacién. Se propone
elaborar un estudio detallado de valores de referencia estratificados por rango de edad
y sexo en una poblacién control.
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