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. RESUMEN

INTRODUCCION: El envejecimiento conlleva un aumento del riesgo de enfermar que si
se produce de forma acelerada ocurre en edades tempranas. La evolucién que muestra
la longitud de los telomeros a lo largo del tiempo es un marcador del grado de

envejecimiento, asi como los valores de parametros inflamatorios y de estrés oxidativo.

OBJETIVOS: Identificar si existen variantes genéticas que interaccionen con la dieta y
que confieran una mayor susceptibilidad al envejecimiento prematuro, reflejada en un
peor perfil de evolucion de la longitud de los teldmeros y de parametros inflamatorios y

de estrés oxidativo a lo largo de 4 afios de seguimiento.

POBLACION, DISENO Y METODOLOGIA: Seleccionamos a los pacientes del estudio
“Coronary Diet Intervention With Olive Oil and Cardiovascular Prevention”
(CORDIOPREYV) con determinaciones de longitud de telémeros en el momento inicial
del estudio y tras 4 afios de seguimiento, asi como genotipado para polimorfismos en
genes relacionados previamente con el envejecimiento y la longitud telomérica.
Analizamos si existe una interaccion significativa entre dichos polimorfismos y la dieta
que siguen los pacientes (Mediterranea o baja en grasa) para determinar diferencias en
la evoluciéon de la longitud de los telomeros. Analizamos también la participacion de

parametros relacionados con el estrés oxidativo y la inflamacién en dicha interaccién.

RESULTADOS: Encontramos que pacientes de alto riesgo cardiovascular homocigotos
para el alelo G en el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) rs7069102 del gen SIRT1
se benefician del consumo de una dieta sana para disminuir el acortamiento de los
teldbmeros que se produce con el paso del tiempo frente a los pacientes que poseen el
alelo C (P=0,001), asi como para mejorar su perfil de marcadores inflamatorios y de
estrés oxidativo. En el estudio por dietas, los pacientes sometidos a dieta baja en grasa
con genotipo GG presentan un menor acortamiento telomérico que los portadores de C
(P=0,012) y una mejoria de la proteina C reactiva ultrasensible (PCRus) (P=0,025) y
factor de necrosis tumoral a (TNF a) (P=0,007) frente a los pacientes portadores de C.
Los pacientes que siguen una dieta mediterranea no muestran diferencias significativas
en la evolucion de la longitud de sus teldmeros ni en los parametros inflamatorios y de

estrés oxidativo segun su genotipo para el citado polimorfismo.

CONCLUSIONES: Nuestros hallazgos demuestran que en pacientes portadores de una
determinada variante genética, una dieta saludable mejora el perfil de envejecimiento, y
mas especificamente muestran un mejor perfil de envejecimiento los pacientes que

presentan dicha variante y que siguen una dieta baja en grasa, lo que permite
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personalizar la dieta en funcidon de las variantes alélicas que posee cada sujeto,

contribuyendo de esta manera a una nutricién de precision.



. INTRODUCCION
1. ENVEJECIMIENTO

La palabra envejecimiento proviene del verbo envejecer con origen en el latin y que
significa “resultado o accion de ponerse viejo”, y se define como el conjunto de cambios
morfoldgicos y fisiolégicos que se producen en un organismo como consecuencia de la

acumulacion de dano celular con paso del tiempo.

La Organizacion Mundial de la Salud ha afirmado que la mayoria de la poblacion a nivel
mundial tendra una esperanza de vida de 60 afios 0 mas y pronostica que entre 2015y
2050, el porcentaje de la poblacién mayor de 60 afos practicamente se duplicara (del
12% al 22 %). Este envejecimiento poblacional provocara que aumente el numero de
personas con enfermedades crénicas relacionadas con la edad como el cancer, la
diabetes, los trastornos cardiovasculares y las enfermedades neurodegenerativas (1, 2),
entidades que, ademas del impacto sobre la salud, suponen un gran coste econémico
tanto para los individuos que las sufren como para la sociedad. Es por todo ello de gran
importancia realizar un avance en el conocimiento de los determinantes del grado de
envejecimiento bioldgico individual, sus marcadores y los factores que determinan su

evolucion.

Durante la vida adulta del ser humano tienen lugar cambios tanto a nivel celular y
molecular, como a nivel de tejidos y 6rganos. Algunos de estos cambios son inocuos, y
solo significan pequefias variaciones en la eficacia del funcionamiento de estructuras y
sistemas. Sin embargo, otros conducen a un mayor riesgo de enfermedad, discapacidad
o0 muerte ya que producen una disminucién de las funciones bioldgicas y de la capacidad
del organismo para adaptarse al estrés metabdlico y responder a los agentes nocivos a
los que se enfrenta, conduciendo por tanto a una pérdida progresiva de la homeostasis.
Por ello en ocasiones se utiliza el término senescencia para describir el envejecimiento

entendido como el deterioro progresivo de las funciones corporales a lo largo del tiempo

(3).

No existe una causa uUnica que controle el grado de envejecimiento, 0 un unico
mecanismo fisiopatoldgico, sino que se ha demostrado que intervienen factores tanto
bioldégicos como psiquicos y sociales (1, 2). Por lo tanto, debemos realizar el estudio de
los mecanismos relacionados con el envejecimiento desde una aproximacion

multifactorial, con especial interés en los siguientes aspectos:



- Las fuentes fisioldgicas del dafo que provoca el envejecimiento.
- Las respuestas compensatorias que intentan restablecer la homeostasis.
- Lainterconexion entre los diferentes tipos de dafio.

- Las posibilidades de intervenir exdgenamente para retrasar el envejecimiento.

En definitiva, aunque para explicar todo este proceso disponemos de una vision clasica
centrada en vias Unicas y en caracteristicas individuales que se ofrecia hasta hace unos
afios, dada su complejidad y la participacién de multiples vias interconectadas, cada vez

parece mas evidente que esta teoria clasica resulta insuficiente (4, 5).

Las teorias mas recientes proponen que el envejecimiento no tiene una etiopatogenia
simple basada en un proceso lineal, sino que depende de una red de procesos a
multiples niveles bioldgicos, con interconexion entre los distintos componentes

implicados, cuyas principales lineas desarrollamos a continuacion.
TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO:

Actualmente se tiende a abordar el envejecimiento desde una teoria unificada en la que
tanto los genes y sus sistemas de mantenimiento y reparacion, como el entorno y el azar

determinan el proceso.

Esta teoria combina elementos de otros grupos de teorias previas, que pueden
clasificarse en: teorias del envejecimiento programado o teorias de la acumulacién de

dafos.

En cuanto a las teorias del envejecimiento programado, éstas sugieren que se producen
beneficios evolutivos para una especie como consecuencia de la limitacion de la vida
util de los individuos, de manera que la eliminacion de los sujetos tras finalizar su edad
reproductiva permite una menor competencia por los recursos y promueve la mejor

adaptacion de las sucesivas generaciones.

Las teorias de la acumulacion de dafos, por su parte, plantean que el dafio oxidativo
que se genera durante el metabolismo afecta al acido desoxirribonucleico (ADN), las

proteinas y los lipidos desencadenando el envejecimiento.

1.1. VIAS BIOLOGICAS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR

En la busqueda de los mecanismos implicados en el envejecimiento celular que
permitan un mejor conocimiento del proceso, se han identificado una serie de factores

entre los cuales se encuentran (2):



1.1.1. INESTABILIDAD GENOMICA

Es la modificacion del material genético de una célula. El dafio genémico acompafa de
forma fisiologica al envejecimiento, pero ademas su induccion artificial puede provocar
envejecimiento acelerado. Diversos agentes fisicos, quimicos y bioldgicos, tanto
endogenos como exdgenos, pueden conducir a la inestabilidad gendmica al producir
mutaciones, translocaciones, ganancias y pérdidas cromosomicas, acortamiento de los
telomeros y disrupcién génica por integracion de virus o trasposones. Estos cambios
afectan tanto al ADN nuclear como al mitocondrial y también a la arquitectura nuclear.
Algunos de los factores inductores de un envejecimiento acelerado vinculado a dafio

genomico se muestran en la tabla 1:

Fisicos Quimicos Biologicos
- Temperatura - Agentes - Parasitos
- Luz ultravioleta alquilantes - Bacterias
- Radiaciones - Acridina - Hongos
ionizantes - Oxidantes - Virus
- Radiaciones - Agentes Redox - Agentes vegetales
electromagnéticas - Epodxidos alifaticos

Tabla 1. Disruptores génicos

En respuesta a la inestabilidad gendmica, tanto la producida de forma natural como la
derivada de disruptores génicos, disponemos de mecanismos capaces de minimizar
estos danos. En el caso de la maquinaria que asegura una fiel segregacion
cromosomica, existe evidencia de que su potenciacién mediante mecanismos como
incrementar la expresiéon del gen BubR1 (que codifica un regulador mitético que ejerce
su funcién en el punto de control mitético y en las uniones entre microtibulos y

cinetocoros) puede prolongar la longevidad en los mamiferos (6).

Es interesante explorar intervenciones que refuerzan la estabilidad del genoma nuclear
y mitocondrial, como la reparacion del ADN, que podrian tener un impacto positivo en el
envejecimiento normal. En este sentido, se han desarrollado metodologias que
pretenden modular las vias de reparacién del ADN mediante sistemas que permiten
editar genes induciendo roturas y reparaciones dirigidas en la secuencia génica,

incorporando mutaciones o reemplazando genes, como el sistema CRISPR/Cas9 (7). Y
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por el contrario, con respecto al cancer se estudian estrategias que impiden la
reparacion del dafo que generan sobre el ADN tratamientos como la quimio y la

radioterapia (8).

La degeneracién de los telémeros, como parte del dafo génico asociado al
envejecimiento constituye el objetivo particular de esta tesis doctoral y se analizan por

separado en el siguiente apartado.

1.1.2. DESGASTE DE LOS TELOMEROS

Los teldmeros son regiones particularmente susceptibles a la acumulacién de dafo
producido sobre el material genético con el paso del tiempo (9).Como se ha comentado
anteriormente, una de las teorias del envejecimiento implica que existe una senescencia
programada, de tal forma que el acortamiento de teldbmeros seria uno de los
mecanismos por los cuales el organismo programaria la degradaciéon del ADN
codificante llegado un momento biolégico dado. Sin embargo, no esta claro que esta
degradacion sea uniforme en todos los individuos, ni las consecuencias derivadas del
ritmo de degradacion telomeérica. En este sentido, si que se ha demostrado que cuando
existe un aumento de este desgaste se acelera el envejecimiento celular en estudios en
ratones, mientras que la estimulacion experimental de la telomerasa (la enzima que
protege la longitud de los telémeros, aumentando los mismos ante determinados

estimulos), puede retrasar el envejecimiento fenotipico (10).

1.1.3. ALTERACIONES EPIGENETICAS

Existen evidencias tanto de que el envejecimiento se acompafia de cambios
epigenéticos como de que las perturbaciones epigenéticas pueden provocar sindromes
progeroides en organismos modelo. Por ejemplo, la sirtuina (SIRT) 6 es una enzima
epigenéticamente relevante cuya pérdida de funcién reduce la longevidad y cuya

ganancia de funcion prolonga la longevidad en ratones (11, 12).

Los cambios epigenéticos implican modificacion postraduccional de las histonas,

alteraciones en los patrones de metilaciéon del ADN y remodelacion de la cromatina:
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¢ Conrespecto a las modificaciones de las histonas, el mecanismo clave
ligado al envejecimiento parece ser la metilacién. Todavia no esta claro
si las manipulaciones de las enzimas modificadoras de histonas pueden
influir en el envejecimiento a través de mecanismos puramente
epigenéticos, afectando a la reparacion del ADN y a la estabilidad del
genoma, o mediante alteraciones transcripcionales que afecten a las vias
metabdlicas o de sefnalizacién fuera del nucleo. Los miembros de la
familia de las sirtuinas, proteinas desacetilasas dependientes de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) y adenosin difosfato (ADP)
ribosiltransferasas se han estudiado ampliamente como posibles factores

antienvejecimiento, las cuales analizaremos en detalle mas adelante.

e En cuanto a la relacion entre la metilaciéon del ADN y el envejecimiento,
los primeros analisis disponibles describieron una hipometilacién global
asociada con la edad, pero estudios posteriores revelaron que varios loci,
incluidos los correspondientes a varios genes supresores de tumores y
genes diana de la familia de proteinas Polycomb (implicados en la
estructuracion de la cromatina), en realidad se hipermetilan con la edad
(13).

e Los cambios en la arquitectura de la cromatina como la pérdida y la
redistribucion global de heterocromatina constituyen rasgos
caracteristicos del envejecimiento mediados epigenéticamente (14, 15) y
pueden incidir directamente en la regulacion de la longitud de los

teldbmeros y en la estabilidad cromosémica (16, 17).

¢ EIl envejecimiento, finalmente, se asocia con un aumento en el ruido
transcripcional (18), un fendmeno que se produce al transcribir zonas
de ADN no codificante, que da lugar a transcritos mayoritariamente sin
actividad funcional, y con una produccion y maduracién aberrante de
muchos ARNm por lo que en definitiva se producen cambios en la

expresion génica (19, 20).

A diferencia de las mutaciones del ADN, las alteraciones epigenéticas son, al menos
tedricamente, reversibles, lo que ofreceria oportunidades para el disefio de tratamientos

antienvejecimiento (21, 22).

1.1.4. DISFUNCION MITOCONDRIAL
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A medida que las células y los organismos envejecen, la eficacia de la cadena
respiratoria tiende a disminuir, lo que aumenta la fuga de electrones y reduce la
generacion de ATP (23). Por una parte, la progresiva disfuncion de las mitocondrias
conduce a un aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) que
generan dafio celular global y reincide ademas en un todavia mayor dafo mitocondrial
(24), aunque las evidencias mas recientes en estudios que analizan el efecto de las
ERO son contradictorias, ya que parece que también podrian desencadenar sefales de
proliferacion celular que favorezcan la supervivencia. Por ello se plantean nuevos
enfoques que permitan integrar sus aspectos positivos y negativos sobre el

envejecimiento (25).

Por otra parte, con respecto a la integridad mitocondrial, existen estudios que plantean
que las mitocondrias disfuncionales contribuyen al envejecimiento independientemente
de la produccién de ERO por mecanismos como la alteracion de la sefializacion

apoptética que puede afectar a las membranas y su permeabilidad (25).

Durante el envejecimiento celular, la fabricacién de nuevos componentes mitocondriales
o biogénesis mitocondrial se reduce como consecuencia entre otros del desgaste de los
telomeros. En este proceso también se ha implicado a la acumulaciéon de mutaciones y
delecciones del ADN mitocondrial, la oxidacion de proteinas, la desestabilizacion de la

cadena respiratoria, o cambios en la composicion lipidica de sus membranas (25).

Ademas, SIRT1 modula la biogénesis mitocondrial y la eliminacién de mitocondrias
dafadas por autofagia y SIRT 3 controla la produccion de ERO, de manera que parece

que las sirtuinas participan de forma clave en el control de la funcién mitocondrial (25).

La mitohormesis es el proceso mitocondrial por el que en respuesta a un estrés celular
leve, las mitocondrias generan niveles bajos de ERO, que a su vez actuan como
moléculas sefalizadoras y protegen a las células de dafios mayores iniciando una
respuesta adaptativa, actuando como mecanismo de defensa, de manera que
deficiencias mitocondriales leves pueden aumentar la esperanza de vida (26). La
mitohormesis protege del envejecimiento celular al mantener el buen funcionamiento del

pool de mitocondrias ya que favorece la mitofagia de las mitocondrias dafiadas.

En definitiva, y como hemos repasado en este apartado, la combinacién de un mayor
dafio celular junto a un menor recambio en las mitocondrias, debido a una menor

biogénesis y una mayor destruccion puede contribuir al proceso de envejecimiento.
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1.1.5. PERDIDA DE PROTEOSTASIS

La proteostasis u homeostasis de las proteinas es el proceso de regulacion de las
proteinas del organismo. El deterioro de las proteinas es irreversible en la mayoria de
los casos y genera acumulacion de proteinas mal plegadas, oxidadas, glicadas o
ubiquitinadas tanto a nivel intracelular en forma de cuerpos de inclusion como a nivel
extracelular en forma de placas amiloides. El proteasoma se encarga de la eliminacion
de las proteinas oxidadas y previene su aumento, pero su actividad se altera durante el
envejecimiento produciendo acumulo de estas proteinas, como ocurre en algunas
enfermedades neurodegenerativas. Existe evidencia por tanto de que el envejecimiento
estd asociado con la alteraciéon de la proteostasis. Esta evidencia se basa, entre otros,
en estudios en los que la induccion experimental de disfuncion en la proteostasis en
modelos animales con moscas y ratones puede precipitar patologias asociadas con la
edad mientras que intervenciones que mejoran la precision de la traduccién de ARN a
proteina aumentarian la esperanza de vida en levaduras, nematodos y moscas (27-
29). También se han descrito intervenciones que mejoran la proteostasis mediante
manipulaciones genéticas que retrasan el envejecimiento en los mamiferos, algunos a

nivel celular y otros a nivel fenotipico (30, 31).

1.1.6. DESREGULACION DE LA DETECCION DE NUTRIENTES

Las células disponen de sistemas para detectar la disponibilidad de nutrientes en el
organismo, y estos sistemas juegan un papel importante en el envejecimiento. Las
principales vias de deteccién de nutrientes son mamalian Target of Rapamycin (mTOR),
via de sefalizacién de insulina (11S) y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1),
sirtuinas, NADH vy la via proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK). En
general, si hay una baja disponibilidad de nutrientes aumentan las enzimas de
reparacion celular y protectoras. Este mecanismo explica por qué el ayuno o la
restriccion caldrica pueden prolongar la vida util (32). La estimulacién de menos vias de
deteccién de nutrientes conduce a un mejor mantenimiento y reparacion, lo que resulta
en una extension de la vida. La sobreestimulacion de estas vias por una abundancia de
alimentos, por su parte, genera una sefial anabdlica que acelera el envejecimiento y
aumenta el riesgo de diversas enfermedades, datos que se han demostrado tanto en

estudios clinicos como en estudios de funcionalidad. Asi, una manipulacion

14



farmacologica que imita un estado de disponibilidad limitada de nutrientes, como la

rapamicina, puede prolongar la longevidad en ratones (33).

1.1.7. SENESCENCIA CELULAR

La senescencia celular es la detencion estable del ciclo celular que ocurre como
consecuencia de determinados cambios fenotipicos (34-36). En sujetos jovenes, impide
la proliferacion de células dafnadas de manera que favorece la homeostasis y protege
contra el cancer. En sujetos de edad avanzada, la mayor acumulacion de dafios y la
reposicion deficiente de células senescentes acaba por tener efectos nocivos que

contribuyen al envejecimiento y al desarrollo de enfermedades.

Ademas del acortamiento telomérico, existen otros estimulos asociados al
envejecimiento que desencadenan la senescencia, como el dafo del ADN no telomérico
y la desrepresion del locus INK4/ARF. La actividad del citado locus es reprimir la
diferenciacion y replicacion celular. En sujetos jovenes, esta reprimido, por lo que se
favorece el recambio celular ante los estimulos fisioldgicos, pero a medida que el sujeto
envejece, empieza a activarse. Una hipotesis es que el locus INK4/ARF puede haber
evolucionado para restringir fisiolégicamente las capacidades de autorrenovacion y el
numero de células madre y progenitoras, con la consiguiente consecuencia de limitar la
capacidad regenerativa de los tejidos, especialmente a medida que los animales

envejecen (2).

Se ha comprobado asimismo que las células senescentes presentan alteraciones en la
expresion de proteinas de manera que se produce un aumento de citocinas
proinflamatorias y metaloproteinasas denominado “fenotipo secretor asociado a la
senescencia” (36, 37). Se trata de un secretoma proinflamatorio que puede contribuir

también al envejecimiento y al desarrollo de enfermedades.

Intervenciones que favorecen la eliminacion de células senescentes mejoran la

esperanza de vida en ratones (38).

En conclusién, la senescencia celular tiene aspectos beneficiosos como respuesta
compensatoria al dano celular, pero acelera el envejecimiento cuando los tejidos agotan
su capacidad regenerativa. Ademas, existen enfermedades que se producen por la

acumulacion de células senescentes.
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1.1.8. AGOTAMIENTO DE LAS CELULAS MADRE

Durante el envejecimiento disminuye el potencial regenerativo de los tejidos como
consecuencia de multiples tipos de dafio, como son la acumulacion de dafios en el ADN,
la sobreexpresion de proteinas inhibidoras como p16INK4a y el acortamiento de los

telédmeros.

Esto genera fendbmenos como la inmunosenescencia cuando ocurre en las células

hematopoyéticas, pero también afecta al cerebro, el musculo y el hueso entre otros.

Recientes estudios sugieren que el rejuvenecimiento de células madre puede revertir el

fenotipo de envejecimiento (22).

Otro aspecto interesante es la plasticidad inducida por lesiones, que consiste en que en
tejidos danados, células no madre se desdiferencian reactivando programas de
transcripciéon que les confieren capacidad para reparar dichos tejidos (39, 40). Esta

capacidad se ve reducida durante el envejecimiento.

En el mismo sentido, la reprogramacion de células somaticas adultas hacia células
embrionarias pluripotenciales inducida externamente en ratones permite mejorar los

marcadores celulares de envejecimiento (41-43).

1.1.9. COMUNICACION INTERCELULAR ALTERADA

Durante el envejecimiento se producen cambios a nivel de la comunicacion intercelular,
ya sea endocrina, neuroendocrina o neuronal (44-46), de manera que la sefalizacion
neurohormonal se altera (p. ej., sefalizacion de renina-angiotensina, adronérgica,
insulina-IGF1) a medida que aumentan las reacciones inflamatorias, disminuye la
inmunovigilancia contra patdgenos y células premalignas, y cambia la composicion del

entorno pericelular y extracelular.

1.1.10. ALTERACIONES DE LA AUTOFAGIA

La autofagia es el proceso natural de reciclado de células mediante la inclusiéon de
material citoplasmatico en vesiculas que se fusionan con los lisosomas para su
digestién. Afecta tanto a proteinas como a macromoléculas no proteicas, a organulos

completos y a patégenos intracelulares. Permite proteger al organismo reduciendo el
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numero de células con acumulacion de dafos y contribuyendo a mantener la
homeostasis, aunque en situaciones hostiles el proceso puede sobreactivarse
produciendo un exceso de muerte celular, y provocando enfermedades derivadas de
este exceso de destruccién celular. La autofagia regula también aspectos relacionados
con el envejecimiento, como la reparacion del ADN, la deteccion/metabolismo de
nutrientes y la eliminacion de proteinas involucradas en la inflamacion (47). Con la edad
se produce una disminucion de la autofagia que conduce a una aceleracion del
envejecimiento, y estudios recientes con modificaciones genéticas que inhiben (48) o

estimulan (49) la autofagia en organismos modelo redundan en esta afirmacion.

1.1.11.ALTERACIONES DEL MICROBIOMA

En el envejecimiento se producen cambios en las poblaciones microbianas y pérdida de
la diversidad de especies. Junto con la pérdida de la integridad estructural del intestino
y otras barreras (p. €j., la barrera hematoencefalica) asociada a la edad, el cambio en
las poblaciones microbianas puede provocar inflamacién, alteracion en la dinamica

fisiologica del paso de nutrientes y antigenos procedentes del intestino, etc (24, 50).

1.1.12.INFLAMACION CRONICA

La inflamacién esta implicada en una amplia gama de enfermedades relacionadas con
la edad (51). ElI envejecimiento se correlaciona con niveles altos de mediadores
inflamatorios en la sangre, como interleucinas (IL) 1y 6, PCRus, interferén alfa (IFNa) y
varios otros (52). Se produce como consecuencia del resto de vias de envejecimiento
citadas previamente. Tiene una gran contribucion al proceso de envejecimiento y se

relaciona también con la senescencia celular y la microbiota (53).

1.1.13.0TROS FACTORES

e ALTERACION DE PROPIEDADES MECANICAS: Con el envejecimiento se
producen cambios en la dinamica mecanica tanto en las células como en el
medio extracelular. Por ejemplo, se producen cambios en la motilidad de las

células del sistema inmune, cambios en el nucleoesqueleto que desestabilizan
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la membrana nuclear, y alteraciones a nivel de la matriz extracelular que

modifican la elasticidad aumentando la rigidez de las estructuras (1).

e DESREGULACION DEL PROCESAMIENTO DEL ARN: la poliadenilacién
alternativa de ARNm contribuye al cancer (54), se altera con el envejecimiento y

puede contribuir a la senescencia (55).

Figura 1. Mecanismos celulares subyacentes al envejecimiento. Adaptada de Lopez-
Otin, C (25).

1.2. BIOMARCADORES DE ENVEJECIMIENTO

Existen diversas formas de medir el grado de envejecimiento individual:

1.2.1. CAPACIDAD FiSICAY PRUEBAS ANTROPOMETRICAS
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Las medidas de la capacidad fisica consisten en evaluar las condiciones individuales.
Las mas utilizadas son la fuerza de prension, la velocidad de la marcha, el tiempo que
un individuo tarda en levantarse de una silla, y la prueba de 6 minutos marcha. Estos
parametros se relacionan con las tasas de mortalidad independientemente de la edad
(56-58).

El envejecimiento y el riesgo de mortalidad también se asocian con cambios en la
composicién corporal, como el aumento de la grasa corporal, la reduccién de la masa
muscular, la reduccion de la masa de los érganos (con la excepcién del corazén) y del

indice de masa corporal (IMC) (59-61).

Para la valoracion de estos parametros antropométricos se pueden aplicar técnicas de

imagen como la tomografia computarizada o la resonancia magnética.

1.2.2. PARAMETROS ANALITICOS

Dentro de los cambios fisiopatolégicos asociados con el envejecimiento, los mas
destacados son los que estan relacionados con la funcion cardiovascular, el
metabolismo de la glucosa, la inflamacion, el estado endocrinoldgico-nutricional y
hematoldgico, aunque existen escasos datos que permitan identificar con precision el

valor predictivo de estos marcadores.

e LIPIDOS: El perfil lipidico es predictor de morbi-mortalidad. De hecho,
algunas fracciones como el colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (C-LDL) son agentes causales de arteriosclerosis (62, 63).
Durante el envejecimiento se produce una tendencia al sedentarismo que
sobrepasa la reduccién de la ingesta caldrica. Este hecho provoca algunos
cambios en el perfil lipidico, especialmente en el metabolismo de los
triglicéridos (TG), aunque no se conoce con seguridad la proporcion en que
estos cambios son debidos al propio envejecimiento, 0 a cambios en el

comportamiento y los datos antropométricos de la persona (64).

e INFLAMACION: Los marcadores de inflamacién guardan relacion con la
edad y con el estado funcional de los ancianos, destacando los aumentos
en la IL-6, el IL-1B, el TNF-a y la PCRus (65-67) que, sin embargo, se

encuentran en niveles mas bajos en personas centenarias. Por el contrario,
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algunas citocinas con efecto antiinflamatorio se encuentran aumentadas en
ancianos, como la IL-10 (68). De esta manera, parece que un perfil de

parametros inflamatorios favorable se relaciona con la longevidad extrema.

e OTROS: Con la edad se produce una alteracion de la tolerancia a la
glucosa, cambios en la serie roja, hormonales (desde hormonas tiroideas y
sexuales hasta reguladoras del apetito como la adiponectina, grelina,
leptina, visfatina) y en parametros nutricionales, aunque a este nivel los
estudios disponibles se centran en el andlisis de los micronutrientes (69).
También resultan interesantes los marcadores cardiacos, como la fraccion
N-terminal del propétido natriurético cerebral (NT-proBNP) y la troponina.
Ademas de su utilidad como predictores de dafio cardiaco y de la mortalidad

relacionada con él, aumentan con la edad hasta edades muy avanzadas.

1.2.3. MOLECULARES/ADN

Como hemos comentado anteriormente, esta demostrada la relacion entre la edad y la
acumulacion de ERO, el dafio en el ADN, la disfuncion mitocondrial, el deterioro de las

defensas antioxidantes y el acortamiento de los teldmeros (70).

Sin embargo, también hay evidencias que indican que este tipo de parametros
aumentan hasta cierta edad, coincidiendo con la esperanza de vida media, pero a
edades posteriores se produce una estabilizacion en meseta de sus valores o incluso

una disminucion en el nivel de algunos de estos biomarcadores.

De esta manera, en las personas con longevidad extrema se aplican con menor
seguridad las teorias tradicionales del envejecimiento con respecto a la acumulacién de
dafios en el ADN, la inestabilidad del genoma y el acortamiento de los telémeros
relacionados con la edad, al presentar una mejor capacidad de reparacién del ADN y
una mayor actividad de la telomerasa, incluso comparable a cohortes mucho mas
jovenes, lo que podria ser la causa de su mayor longevidad. Se desconoce si esta
resistencia al envejecimiento se debe a factores hereditarios o a un estilo de vida
saludable, por lo que éste sigue siendo un campo interesante para futuras

investigaciones.

1.2.4. OTROS MARCADORES EN INVESTIGACION
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e Los niveles de bilirrubina y los de productos finales de glicaciéon avanzada son
biomarcadores que podrian permitir identificar el envejecimiento saludable y la

resistencia a las enfermedades cronicas.

e EIl “reloj epigenético” es un estimador multivariante de la edad cronologica
basado en los niveles de metilacion del ADN de 353 marcadores de dinucle6tidos
conocidos como guaninas fosfato de citosina (CpG). La extension y los patrones
de CpG se asocian de forma independiente con la edad cronolégica y la
mortalidad (71), pero son necesarios mas estudios que permitan comprender si

existe una relacion causal subyacente a la asociacion encontrada.

e La expresion del gen p16INK4a, promotor de senescencia celular, conduce a un
proceso de detencidn irreversible del ciclo celular y la pérdida de la capacidad
regenerativa. La concentracion de la proteina p16ink4da aumenta con el
envejecimiento. Su regulacion precisa es importante para la homeostasis tisular,
manteniendo el equilibrio entre la supresién tumoral y el envejecimiento
(72). Hasta el momento, sin embargo, no se han realizado estudios en
poblaciones humanas y en diferentes tipos de células para proporcionar

evidencia de su potencial como biomarcador del envejecimiento saludable.

o Los microARN (miARN), moléculas de ARN monocatenario y no codificante de
21 a 23 nucledtidos que regulan un amplio espectro de actividades bioldgicas,
se han propuesto también como sefiales de envejecimiento. Son moléculas
estables incluso en suero y/o plasma, por lo que se consideran marcadores
prometedores en el entorno clinico. Algunos de los miARN candidatos con
mayor potencial son miR-146, miR-155, miR-21 y miR-126. Es necesario realizar
mas investigaciones para evaluar mejor su potencial y su capacidad para

distinguir si se esta produciendo un envejecimiento saludable (69).

1.3. ENVEJECIMIENTO CELULAR

Como comentamos, muchos factores diferentes estan involucrados en el envejecimiento
celular, como el aumento del estrés oxidativo y la inflamacion, lo que impacta en la
funcionalidad de las moléculas o estructuras relacionadas con el envejecimiento, como

la longitud de los telémeros, entre otros.
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Resultados previos de nuestro grupo de investigacion han demostrado que una baja
ingesta de vitamina E acelera el envejecimiento celular en pacientes con enfermedades
cardiovasculares (73). Esto sugiere la necesidad de centrar los estudios en la
identificacion de pacientes con riesgo de envejecimiento no saludable para tomar
medidas mas efectivas destinadas a retrasar o ralentizar el proceso de envejecimiento

y, por lo tanto, reducir la probabilidad de desarrollar enfermedades relacionadas con él.

1.3.1. EVIDENCIAS DE LOS TELOMEROS COMO MARCADOR

Los teldomeros, localizados en los extremos finales de los cromosomas, son estructuras
proteicas de ADN que protegen la parte final de los cromosomas, frente a procesos
como reordenamientos y fusiones que favorecerian la inestabilidad del material genético
de manera que juegan un papel importante en el mantenimiento de la integridad del
genoma. Estas estructuras por tanto protegen el material genético de su degradacion
mejorando la estabilidad cromosémica en las sucesivas replicaciones. Tienen unas
caracteristicas particulares que resultan interesantes y son sujeto de estudio e

investigacion por sus diversas implicaciones clinicas.

Estructuralmente, los teldémeros son regiones no codificantes de entre 5000 y 15000
pares de bases de longitud compuestas por secuencias repetitivas de 6 pares de bases

(TTAGGG), ainadidas por la enzima telomerasa.

Tras el descubrimiento de la estructura del ADN y su replicaciéon por las ADN
polimerasas, dependientes de cebadores preformados para iniciar el proceso de
replicacién del material genético, suscitd controversia el proceso de sintesis de las
regiones finales de los cromosomas de estructura lineal, lo que se conoce como
problema de la replicacion final ya que en cada ciclo de replicacion celular se pierden
entre 50 y 250 nucledtidos. En las sucesivas replicaciones celulares, la pérdida de las
regiones terminales conduciria a una reduccién del material genético y de esta manera

a una limitacién en el nimero de divisiones celulares posibles.

La enzima telomerasa es una transcriptasa inversa que contiene un molde de ARN que
reconoce la regién telomérica y permite el inicio de la replicacion para evitar asi la

pérdida de material genético en las sucesivas divisiones.

Algunas células (reproductivas y células madre) son capaces de activar la enzima
telomerasa que permite mantener la integridad de los telédmeros. En las células con

déficit de funcion de la telomerasa como ocurre con las células somaticas, los teldmeros
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se acortan en cada division mitotica y de esta manera las células envejecen. El
agotamiento de los telémeros explica la limitada capacidad proliferativa de algunos tipos
de células cultivadas in vitro, la llamada senescencia replicativa o limite de Hayflick
(74). Cuando la longitud de los telomeros alcanza un nivel minimo se produce la
senescencia replicativa que puede conducir a la apoptosis. En células tumorales, sin
embargo, se detecta una actividad de la telomerasa incrementada, proceso necesario
para la alta tasa replicativa presente en esta enfermedad. La senescencia celular y la
apoptosis son mecanismos por tanto importantes no solamente para evitar la replicacion
inefectiva en individuos de edad avanzada, sino también para evitar el desarrollo de

tumores.

Por tanto, el acortamiento de los teldmeros es conocido no solo como un marcador del
envejecimiento celular sino también como un mecanismo con importantes
consecuencias funcionales, pero no es el Unico factor que marca el destino celular. La
presencia de telomerasa que impide el acortamiento de los teldmeros es otro factor
importante. Y no solo juega un papel importante en el envejecimiento celular sino

también en las enfermedades asociadas.

El acortamiento y las anomalias en los telomeros que conducen a la inestabilidad
cromosomica favorecen la aparicion de diversos procesos como son la aterosclerosis,
la diabetes mellitus, el cancer y diversos sindromes hereditarios; que determinan la
esperanza de vida y la mortalidad. En nuestro medio, la aterosclerosis y el cancer son
dos de las principales causas de mortalidad, y ambas parecen estar relacionadas con la

alteracion de la homeostasis de los telédmeros.

Algunos estudios ponen de manifiesto que la longitud de los telémeros no esta
determinada solo por la pérdida de bases durante los sucesivos ciclos de replicacion
celular sino que también se ve influenciada por factores no modificables como son los
hereditarios (75), la raza y el sexo (son mas cortos en hijos sanos de enfermos con
coronariopatia, y mas largos en africanos y americanos frente a europeos y asiaticos y
en mujeres), y por la exposicion a los factores de riesgo conocidos para la aterosclerosis

(tabaquismo, obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2).

Los efectos del estrés en estas estructuras y en la posterior senescencia prematura
siguen sin estar claros. Un modelo propuesto es que el estrés oxidativo induce la

senescencia prematura a través del acortamiento de los telémeros (1).

Para estudiar los efectos del acortamiento sobre la replicacion celular, se han realizado

estudios en lineas celulares inmortalizadas (células modificadas genéticamente para
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poder replicarse de forma cuasi indefinida) en las que la induccién de un estrés oxidativo
crénico en forma de 8-oxoguanina produjo un acortamiento de los telémeros, y
seguidamente una detencion del crecimiento e inestabilidad gendmica, mientras que el
estrés oxidativo agudo (que no produjo acortamiento telomérico) mostré poco efecto en

la replicacion (76).

Otros estudios muestran por el contrario que una sola dosis de estrés oxidativo en los
telomeros fue suficiente para inhibir el crecimiento celular e inducir la senescencia
prematura, que no estuvo acompanada de un acortamiento de los telémeros, sino mas
bien de fragilidad a dicho nivel. Los telomeros eran ademas hipersensibles al estrés de
replicacién causado por la 8-oxoguanina, y se planted la hipdtesis de que el
estancamiento de la replicacién podria explicar la detencion del crecimiento celular y la

senescencia prematura (77).

La abundancia o porcentaje de telomeros criticamente cortos es otro parametro de
importancia en relacion con el proceso de envejecimiento que se ha propuesto como un
mejor indicador de disfuncidn telomérica (y en consecuencia celular y tisular) que la
longitud media de los teldbmeros por lo que se plantea que su medicién también sera de
gran utilidad para valorar el grado de envejecimiento, aunque por el momento los
estudios en humanos suelen centrarse en la medicion de la longitud media de los
telomeros. En este sentido, se han publicado ya algunos estudios
que relacionan el porcentaje de células con telébmeros cortos o la abundancia de
telébmero cortos por nucleo con el deterioro cognitivo y con trastornos del animo. Segun
esta teoria, la disfuncion tisular se debe a la acumulaciéon de células senescentes
(apoptoticas) con telémeros criticamente cortos en los tejidos lo que junto con la pérdida

de reservas de células madre los conduce a ser ineficientes (78).

1.3.2. FORMAS DE MEDIR LOS TELOMEROS

La importancia de la medicion de los teldmeros para valorar el grado de envejecimiento
radica en el interés de comparar a un determinado individuo con otros de su misma edad
y género, o bien en comprar los datos de un mismo individuo a lo largo del tiempo. La
eleccion de un método de medida u otro depende del objetivo del estudio a realizar, pero

también de la cantidad y tipo de muestras de las que se dispone (células vivas o no).

Los métodos mas empleados en la actualidad para medir la longitud de los teldmeros

son:
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Analisis de fragmentos de restriccion terminal (TRF): Los estudios de longitud de
teldbmeros se basaron inicialmente en este método de cuantificacion (79). Para su
determinacion, las muestras de ADN gendmico son digeridas con enzimas de
restriccion, de manera que se escinden las repeticiones del telémero y algin ADN sub-
telomérico. Posteriormente se separan mediante electroforesis en gel de agarosa, se
transfieren a una membrana de filtro y se hibridan con sondas de oligonucleétidos
marcadas con quimioluminiscencia o radioactividad para visualizar fragmentos de
restriccion de teldmeros. Este método requiere mayor cantidad de ADN que otras
técnicas, pero permite medir la distribucién de la longitud de telémeros de una poblacion
de células y se expresa en kilobases absolutas. Proporciona una estimacion aproximada
del numero medio de repeticiones teloméricas por muestra, incluyendo cantidades
variables de secuencias subteloméricas. A pesar de sus limitaciones, el uso del analisis
TRF fue fundamental para revelar las primeras asociaciones de la longitud de los
teldmeros con el envejecimiento y las enfermedades humanas y sigue siendo uno de

los métodos mas utilizados para el analisis de la longitud de los telomeros.

Hibridacién in situ por fluorescencia telomérica (FISH): Este método aumenta la
precision y supone un gran avance para la cuantificacion de la longitud de los teldbmeros
(80). El primer método basado en FISH desarrollado para medicion de telémeros fue el
llamado método FISH cuantitativo de teldmeros o Q-FISH en metafases (también
conocido como Q-FISH convencional), que permite la cuantificacion de la longitud de
los teldmeros de los extremos cromosomicos individuales a nivel de una sola célula,
proporcionando una cuantificacion de la abundancia de teldmeros muy cortos y también
de la longitud media de los telomeros por célula. Hasta la fecha, Q-FISH en metafases
sigue siendo uno de los métodos mas precisos y sensibles disponibles para medir
telomeros individuales por nucleo en una poblacién celular. Requiere mucho tiempo y
mano de obray, por lo tanto, no es adecuado para ensayos de alto rendimiento. En este
sentido, posteriormente se desarrolld un método Q-FISH de telémeros de rendimiento
medio basado en citometria de flujo, conocido como Flow-FISH, metodologia que solo
proporciona valores de longitud media de los telémeros por célula y, por lo tanto, es
menos precisa que la Q-FISH convencional (81). Mas recientemente, se ha desarrollado
una plataforma FISH cuantitativa de telémeros automatizada, llamada FISH cuantitativo
HT (HT Q-FISH), que permite la cuantificacion de alto rendimiento tanto de la longitud
media de los teldomeros como del porcentaje de telémeros cortos por célula en grandes

estudios de poblacion humana (82).
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La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa de telomeros (qQPCR) no
requiere células vivas y es rapida y de alto rendimiento (83). Mide las senales de los
telomeros (T) y las sefales del gen de una sola copia (S), en comparacién con un ADN
de referencia, para producir relaciones T/S relativas que son proporcionales a la longitud
promedio de los telémeros. Como inconvenientes, no puede proporcionar valores
absolutos de longitud de los telémeros en kilobases, solo proporciona valores medios
de longitud de teldbmeros por muestra y no permite la cuantificaciéon de la abundancia o
porcentaje de teldbmeros cortos. Estas limitaciones han sido eludidas por un método
basado en reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) conocido como analisis de
teldbmero unico (STELA), que permite medir los teldmeros cortos ya que se realiza una
cuantificacion individual mediante cebadores especificos de cromosomas, pero no es
aplicable en estudios con una poblacién amplia debido a que la técnica requiere de

mucho personal para su realizacion.

Otros métodos de aparicion mas reciente (78):

- Ensayos de hibridacion: son varios tipos de métodos cuantitativos basados en la
hibridacion de un trazador colorimétrico con fragmentos de los telémeros que
evitan la cuantificacion de secuencias subteloméricas pero que solo
proporcionan informacioén sobre la longitud media en poblaciones celulares, pero

no en teldmeros o células individuales.

- Reaccion de etiquetado cebado in situ: se trata de una cuantificacion de
teldbmeros individuales mediante hibridacién de oligonucleétidos sintéticos con
secuencias de acidos nucleicos que permite medir la abundancia de teldmeros

criticamente cortos y requiere de células vivas.

2. NUTRICION
2.1. RELACION DIETA-ENVEJECIMIENTO CELULAR

Un estilo de vida saludable, que incluye la dieta, mejora el estado de estrés oxidativo e
inflamatorio y favorece el mantenimiento de la longitud de los teldmeros, mientras que

la adherencia a un estilo de vida poco saludable tiene el efecto contrario (84).
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Entre las dietas saludables que se han relacionado con una mejora en los cambios
relacionados con la edad se encuentran la dieta mediterranea (85-87) y los patrones

dietéticos bajos en grasas (88-90).

2.1.1. ESTUDIOS

Existen diversos patrones dietéticos saludables asociados con un riesgo reducido de
enfermedad cardiovascular, entre otras enfermedades asociadas con la edad, como son
la dieta mediterranea tradicional, la dieta Okinawa la dieta denominada como DASH
(enfoques alimentarios para detener la hipertensién) y la dieta Portfolio (91). En general,
las principales caracteristicas compartidas entre estos patrones dietéticos incluyen: alto
consumo de carbohidratos sin refinar, consumo moderado de proteinas utilizando como
fuentes verduras/legumbres, pescado y carnes magras, y un perfil de grasas saludables
(mas alto en grasas mono/poliinsaturadas, mas bajo en grasas saturadas; rico en
omega-3). La ingesta de grasas saludables es probablemente un mecanismo para
reducir la inflamacién, optimizar el colesterol y otros factores de riesgo. Ademas, la
menor densidad caldrica de las dietas ricas en productos de origen vegetal conlleva una
menor ingesta calérica junto con una alta ingesta de fitonutrientes y antioxidantes. De
esta manera contribuyen a una disminucién de la inflamacion y el estrés oxidativo,
modulando el envejecimiento y reduciendo el riesgo de enfermedades crénicas
asociadas con la edad de manera que promueven el envejecimiento saludable y la

longevidad.

Por otra parte, la relacién entre una dieta rica en energia y pobre en nutrientes, como
ocurre con el patron dietético occidental, un estilo de vida sedentario y un mayor riesgo
de enfermedades crénicas ha sido bien establecida en diversos estudios (92-95). Este
patrén dietético se caracteriza por una alta densidad calérica, un alto consumo de carne
rica en grasas saturadas (especialmente carnes rojas y procesadas), un bajo contenido
en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-6:n-3, un alto consumo de carbohidratos

refinados, y un bajo consumo de frutas, verduras, fibra y fitonutrientes.

Un estudio llevado a cabo por Trichopoulou et al. demostré que un patron dietético
basado en la Dieta Mediterranea tiene efectos positivos sobre la esperanza de vida,
reduciendo significativamente la mortalidad (96). Evidencia adicional confirmé la
asociacion entre el estilo de vida en individuos de edades medias y el envejecimiento
saludable, previniendo la aparicion de discapacidad, fragilidad y otras enfermedades no

transmisibles, incluido el cancer y la demencia (97).

27



El estudio EPIC examind la asociacion entre la adherencia al patrén de Dieta
Mediterranea mediante el cuestionario Mediterranean Diet Score (MDS) y la esperanza
de vida entre 74.607 hombres y mujeres mayores de nueve paises europeos. Los
autores demostraron que para un aumento de dos unidades en el MDS modificado, se
observo una reduccion del 8 % (IC del 95 %: 3 % a 12 %) de la mortalidad por todas las

causas (98).

Entre las vias celulares implicadas en los efectos de la Dieta Mediterranea se han
identificado numerosos procesos celulares interconectados, tanto en la carcinogénesis
como en las respuestas inflamatorias, en la producciéon de radicales libres, y en la
expresion de citoquinas inflamatorias, por ejemplo, a través de la regulacion a la baja de

la expresion génica del factor de transcripciéon NF-kB (99).

La Dieta Mediterranea también puede tener un impacto positivo en el llamado
“inflamaging” o envejecimiento por inflamacién a través del mecanismo epigenético (que
incluye la remodelacion de la cromatina, la metilacién del ADN y los miARN) o a través

de la preservacion de la homeostasis de la microbiota intestinal (100)

Se ha encontrado una asociacion positiva entre un estilo de Dieta Mediterranea y la
longitud de los telomeros en diversos metaanalisis de estudios transversales, aunque

no existen actualmente evidencias de relacion causal (101).

Diferentes mecanismos subyacentes podrian explicar esta asociacion. Algunos
alimentos clave de este tipo de dieta, como las verduras, las frutas, el aceite de oliva,
las nueces y el vino, son especialmente ricos en componentes antioxidantes y
antiinflamatorios que se han implicado en el mantenimiento de la longitud telomérica. Su
consumo se ha asociado con una mejoria en varios biomarcadores inflamatorios y de
estrés oxidativo de manera que la Dieta Mediterranea puede influir positivamente en el
acortamiento de los telémeros. Los efectos protectores sobre dicha longitud y el riesgo
de enfermedad podrian deberse a cada uno de los componentes individuales de la dieta

o de la combinacién de todos ellos (102).

Un estudio realizado por Meinila et al. de cohorte prospectivo, evalué la asociacién entre
la adherencia a la Dieta Mediterranea, medida con la puntuacion de Trichopoulou, y la
longitud de los teldmeros. Este estudio mostré que, después de 10 afios de seguimiento
en 456 hombres, la adherencia a la dieta no se asocié con el cambio de longitud. En
cambio, si se asocid con un acortamiento mas rapido en 590 mujeres después de 10

anos de seguimiento (103).
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Sin embargo, otro analisis realizado en pacientes con alto riesgo cardiovascular ha
evaluado el efecto de este tipo de dieta sobre el acortamiento de los teldmeros después
de 5 afios de seguimiento no encontrando diferencias en cuanto a LT entre los pacientes
que seguian una DM complementada con aceite de oliva comparados con los que
seguian una dieta baja en grasas. No obstante, la dieta mediterranea complementada
con frutos secos parecid tener un efecto perjudicial sobre el acortamiento de los

teldbmeros (104).

3. GENETICA

Tanto en el envejecimiento como en las enfermedades relacionadas con la edad existe
un componente genético de manera que se ha demostrado que diversos SNP estan
asociados con procesos relacionados con el desarrollo de estas enfermedades (105-
107).

Estudios llevados a cabo por Finch, Sapolsky y Stanford han demostrado que la
interaccion entre la dieta y el genotipo juega un papel importante en la longevidad
humana (108).

En las ultimas décadas se han identificado muchos genes asociados a la esperanza de
vida en diferentes especies. Entre los mas destacados podemos encontrar los siguientes
(109):

e APOE: es el gen que codifica la Apolipoproteina E, la cual se une a las
moléculas de lipidos para producir lipoproteinas. Es un gen pleotropico que
contribuye al empaquetamiento y transporte de grasas y colesterol en el
torrente sanguineo, al mantenimiento de la glucemia, la homeostasis de las
células neuronales, la fisiologia suprarrenal y cerebral y la salud
cardiovascular. Hay tres alelos ampliamente estudiados del gen APOE: e2,
e3 y e4 que codifican las proteinas Apo E2, E3 y E4. Esta demostrada la
relacion de APOE con la mortalidad humana. Los estudios sobre poblaciones
europeas han demostrado una contribucion del gen APOE de hasta un 3,5
% en la esperanza de vida, de manera que las poblaciones con alta
frecuencia del alelo e4 tienen una esperanza de vida aproximadamente 4,2

anos mas corta, asi como teldmeros también mas cortos.
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p53: es un gen que codifica la proteina reguladora del ciclo celular
responsable de mantener la estabilidad del genoma, reducir la tasa de
mutacion y suprimir el cancer. Existe una fuerte evidencia de que p53 tiene
un papel complejo en la regulacién de la longevidad de la vida en ratones,
moscas, Caenorhabditis elegans y humanos. Se piensa que el mecanismo
subyacente a esta asociacion es que el dano del ADN se considera uno de
los principales mecanismos de envejecimiento, y el gen p53 es uno de los
principales responsables en mantener la integridad del ADN. Datos en otros
mamiferos también apoyan esta teoria. Por ejemplo, en el genoma de
elefantes se ha identificado que existen de 12 a 20 copias del gen p53 que

estan destinadas a reducir las posibilidades de cancer y dafio en el ADN.

Vias DAF-16/FOXO: DAF-16 es un gen ortélogo (se denominan genes
ortdlogos a aquellos genes que presentan homologia en dos especies
distintas por tener un origen ancestral comun) que codifica proteinas FoxO
o factores de transcripcion de caja de cabeza de horquilla de clase O, que
regulan los niveles de expresiéon de genes asociados con el metabolismo, el
estrés oxidativo, el envejecimiento y la inmunidad. DAF-16/FOXO actua
como un punto de unién para diferentes vias de senalizaciéon que conducen

a la longevidad y la regulacién del estrés metabdlico.

TERT/TERTC: codifican el componente proteico (TERT) y de ARN (TERC)
de la telomerasa, que forman el nucleo catalitico de la enzima. El
componente de ARN proporciona la plantilla para la sintesis de nuevas
repeticiones, mientras que el componente proteico actia como una
transcriptasa inversa que afade nuevas repeticiones teloméricas en base a
dicha plantilla. Han sido identificadas variantes alélicas en varios SNP de
dichos genes que confieren diferente susceptibilidad al envejecimiento y que

se asocian con la longevidad.

PINX1: regula la actividad de la telomerasa.

TOMMA40: codifica proteinas de la membrana mitocondrial.

COQ: regulan lo coenzima Q, que participa en la produccion energética a
nivel de la cadena de transporte de electrones y tiene efecto antioxidante por

su capacidad para adquirir formas reducidas y oxidadas.
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e ADIPOQ: regula la adiponectina, implicada en el metabolismo energético y

la sensibilidad a la insulina.

e SIRT:

Las sirtuinas o deacetilasas de histonas clase Il (HDAC) son proteinas
deacetilasas/ADP ribosil transferasas. Son enzimas dependientes de nicotinamida
adenina dinucleotido (NAD+) que intervienen en procesos a nivel del nucleo, el
citoplasma y la mitocondria produciendo modificaciones post traduccionales o ADP
ribosilacion del ADN. Participan en la regulacion del metabolismo energético, la
formacion de heterocromatina, la segregacion cromosomica, la diferenciacion celular, la
apoptosis, la transcripcion (por silenciamiento) y regulacién de genes, y la reparacion y
recombinacion del ADN por lo que estan relacionadas con la longevidad al controlar la
senescencia celular (110). También intervienen en la respuesta al estrés, asegurando
que las mutaciones no se acumulen (111). Actuan sobre las histonas como se detalla
mas adelante, pero también tienen sustratos diferentes a las histonas por lo que

participan en otros procesos fisiologicos (112).

Las histonas son moléculas que mantienen la estructura de la secuencia genética, y su
disfuncion puede estar asociada al dafio celular, la senescencia o el envejecimiento
celular (110). La acetilacion de las histonas, que ocurre de forma frecuente, reduce su
capacidad para unirse al ADN y favorece que la cromatina esté transcripcionalmente
activa. La desacetilacion de las histonas llevada a cabo por las sirtuinas favorece de
esta manera que se mantengan unidas al ADN impidiendo la transcripcion, por lo que

regulan la expresion génica y mejoran la estabilidad gendmica.

Desempenan un papel importante en la prevencion del estrés oxidativo y la inflamacion
(111) y estan presentes en diversas localizaciones intracelulares de diferentes tejidos
(higado, tejido adiposo, endotelio, etc.). Su funcionalidad esta regulada por factores
externos como la dieta (113, 114), entre otros. Por esta razén, estudios previos se han
centrado en la regulacién por sirtuinas del proceso de envejecimiento y el desarrollo de
enfermedades relacionadas con la edad (115, 116). El gen SIRT1 codifica la proteina
Sirt1, que tiene una variedad de funciones moleculares y es en una proteina importante
en el envejecimiento y la regulacion metabdlica (117). Durante la ultima década, los
estudios han sugerido una correlacion entre la actividad de Sirt1 y las enfermedades
asociadas con el envejecimiento, como la diabetes, las enfermedades cardiovasculares
y los trastornos neurodegenerativos (118). Los SNP rs7069102 y rs1885472 son dos
SNP de alto desequilibrio de ligamiento (LD) ubicados en la secuencia del gen. En un

estudio previo con personas sanas, el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular
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se asocio con el genotipo rs7069102, lo que apunta a la relacion entre ese polimorfismo

y la enfermedad cardiovascular.

El interés en esta familia de proteinas en relacién con el envejecimiento proviene de una
serie de estudios en levaduras, moscas y gusanos, que demostraron que el Unico gen
de sirtuinas presente en estos organismos, llamado Sir2, actuaba promoviendo la
longevidad (2). Se demostré por primera vez que la sobreexpresion de Sir2 prolonga la
vida replicativa en Saccharomyces cerevisiae y resultados posteriores indicaron que
inducir la expresion de sus genes ortdlogos en el gusano ( sir-2.1) y la mosca ( dSir2)
podria extender la vida util en ambos invertebrados (119). Aunque estos hallazgos han
sido posteriormente cuestionados (120), otros estudios posteriores indican que la
sobreexpresion de sir-2.1 da como resultado una modesta extension de la vida util en C.

elegans (121).

Con respecto a los mamiferos, varios paralogos (los genes paralogos
son genes homaologos cuyo origen se encuentran dentro del genoma de una especie por
lo que uno de ellos ha aparecido por duplicacion del otro) de sirtuinas pueden influenciar
aspectos del envejecimiento en ratones (122). En particular, la sobreexpresion
transgénica de SIRT1 de mamiferos, que es el homélogo mas cercano a Sir2 de
invertebrados, mejora aspectos de la salud durante el envejecimiento, pero no hay datos

de que aumente directamente la longevidad (123).

SIRT1 es responsable de la desacetilaciéon de la proteina p53 supresora de tumores,
NF-kB y Ku70 (factor de reparacion del ADN). También regula la familia de factores de
transcripcion FOXO y STAT3 (transductor de sefal y activador de la transcripcion 3) y

es la isoenzima SIRT mejor estudiada (109).

Con respecto a las evidencias disponibles para SIRT 6 en mamiferos, parece que regula
la estabilidad gendmica, la senalizacion de NF-kB y la homeostasis de la glucosa a
través de la desacetilacion de la histona H3K9 (124). Los ratones mutantes que son
deficientes en SIRT6 muestran un envejecimiento acelerado (12), mientras que los
ratones transgénicos machos que sobreexpresan SIRT6 tienen una vida util mas larga
que los animales de control, lo que se asocia con IGF-1 sérico reducido y otros

indicadores de la senalizacion de IGF-1 (124).

Por otro lado, SIRT3 ubicada en las mitocondrias parece mediar en algunos de los
efectos beneficiosos de la restriccion dietética en la longevidad, aunque sus efectos no
se deben a modificaciones de histonas sino, mas bien, a la desacetilacion de proteinas
mitocondriales. Ademas, se ha detectado que la sobreexpresién de SIRT3 mejora la

capacidad regenerativa de las células madre hematopoyéticas envejecidas (109).
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En cuanto a su relacién con la actividad mitocondrial, SIRT1 modula la biogénesis
mitocondrial a través de un proceso que involucra al coactivador transcripcional PGC-
1ay la eliminacion de las mitocondrias dafiadas por autofagia. SIRT3, que es la principal
desacetilasa mitocondrial, se dirige a muchas enzimas involucradas en el metabolismo
energético, incluidos los componentes de la cadena respiratoria, el ciclo del acido
tricarboxilico, la cetogénesis y la B-oxidacion de acidos grasos. SIRT3 también puede
controlar directamente la tasa de produccion de ERO mediante la desacetilacion de la
superdxido dismutasa de manganeso, una importante enzima antioxidante
mitocondrial. En conjunto, estos datos respaldan la idea de que los telébmeros y las
sirtuinas pueden controlar la funciéon mitocondrial y, por lo tanto, desempefar un papel

protector contra las enfermedades asociadas con la edad (109).

Con respecto a las evidencias disponibles acerca de que las sirtuinas pueden tener un
impacto en las respuestas inflamatorias asociadas con el envejecimiento, varios
estudios han revelado que, al desacetilar las histonas y los componentes de las vias de
sefalizacién inflamatorias como NF-kB, SIRT1 puede regular a la baja los genes
relacionados con la inflamacién (125). De acuerdo con estos hallazgos, la reduccion de
los niveles de SIRT1 se correlaciona con el desarrollo y la progresién de muchas
enfermedades inflamatorias, y la activacion farmacolégica de SIRT1 puede prevenir las
respuestas inflamatorias en ratones (126, 127). SIRT6 también puede regular a la baja
la respuesta inflamatoria a través de la desacetilacién de las subunidades NF-kB y la

represion transcripcional de sus genes diana (128).

Por todo ello, en los mamiferos, al menos tres miembros de la familia de las sirtuinas
(SIRT1, SIRT3 y SIRT6) contribuyen al envejecimiento saludable.

4. CONCLUSION/RESUMEN DE LA INTRODUCCION

En resumen, el envejecimiento esta mediado por diferentes factores interconectados
entre si y que actuan a diferentes niveles. De entre ellos, tanto la longitud telomérica
como la inflamacion se pueden utilizar como marcadores para medir el grado de
envejecimiento. Factores exdgenos como la nutricion y especificamente el tipo de dieta,
y exégenos como los genes influyen también en el grado de envejecimiento individual.

La interaccion entre los diversos factores resulta de gran interés.
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. HIPOTESIS

Nuestra hipétesis pretende demostrar que el tipo de dieta podria interactuar con los
factores genéticos individuales para modular el grado de envejecimiento individual
medido como la evolucion en el tiempo de la longitud de los telomeros y de parametros
inflamatorios y de estrés oxidativo. La hipotesis nula seria que en nuestros pacientes no
se observarian cambios en el grado de envejecimiento entre las diferentes variantes

alélicas y tipos de dieta.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL:

Investigar si el consumo crénico, durante 4 afos, de una alimentacion Mediterranea, rica
en aceite de oliva (38% de calorias en forma de grasa, con 22% MUFA), o una dieta
pobre en grasa, (<28% de calorias en forma de grasa, 12% como MUFA) interacciona
con determinados polimorfismos genéticos candidatos implicados en la senescencia
bioloégica, para modificar la longitud relativa de los telémeros en pacientes con

enfermedad cardiovascular establecida.

OBJETIVO SECUNDARIO:

Estudiar las interacciones entre estos polimorfismos y la dieta en relaciéon con otros
factores (sexo, tabaco, alcohol) que también puede influir en el grado de senescencia

sobre los mismos parametros que los enumerados en el objetivo principal.
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V. MATERIAL Y METODOS
1. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio CORDIOPREYV es un ensayo clinico, prospectivo, aleatorizado, simple ciego
y controlado, en prevencion secundaria cardiovascular que incluye a 1.002 pacientes.
El principal objetivo clinico de este estudio fue evaluar la eficacia de una dieta
mediterranea rica en aceite de oliva en comparacion con una dieta baja en grasas para
prevenir la aparicion de nuevos eventos cardiovasculares y mortalidad en pacientes con
enfermedad cardiovascular establecida. Los detalles del estudio se encuentran
recogidos en la web clinicaltrials.gov (NCT00924937). Los participantes fueron
aleatorizados a las dos dietas del estudio: Dieta Mediterranea y dieta baja en grasa.
Para garantizar que la principal fuente de grasa de la Dieta Mediterranea fuera idéntica
para todos los pacientes de este grupo, los investigadores del estudio proporcionaron a
los participantes el aceite de oliva consumido durante el periodo de intervencion (1 litro
por semana por participante). De igual forma, los pacientes aleatorizados al grupo de
dieta baja en grasa recibieron paquetes de alimentos que incluian alimentos bajos en
grasa y ricos en hidratos de carbono complejos (cereales, galletas, pasta, etc.). El

periodo de seguimiento de la intervencion fue de siete afos.

2. ALEATORIZACION

Las variables utilizadas para la aleatorizacion fueron: 1) sexo (hombre/mujer); 2) edad
(<60 afios/> 61 afios) y 3) historia de IAM previo (si/no). Con las combinaciones posibles
de estas 3 categorias se crearon 8 grupos aleatorizando a los pacientes a los 2 grupos
de intervencién. Dicho proceso se llevd a cabo por expertos en aleatorizacion en
estudios de intervencion pertenecientes a la Escuela Andaluza de Salud Publica. Una
vez que el paciente cumplia criterios de inclusion en el estudio, utilizando un sistema de
codificacion, los dietistas se comunicaban por via telefonica con el equipo de la Escuela
Andaluza de Salud Publica, que aleatoriamente asignaba al paciente a uno u otro grupo

con el fin de que durante todo el procedimiento se mantuviera el ciego simple.

3. POBLACION DE ESTUDIO
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Los pacientes fueron reclutados desde noviembre de 2009 hasta febrero de 2012,
principalmente en el Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espafa), aunque
también se reclutaron algunos pacientes de otros hospitales de las provincias de
Cérdoba y Jaén. Los criterios de inclusién y exclusién han sido publicados previamente

(129) y se encuentran detallados en la tabla 2.

Los pacientes, hombres y mujeres, entre 20 y 75 afios de edad, que habian sufrido un
evento coronario hacia mas de seis meses de la fecha de inclusion en el estudio eran
candidatos a participar en el estudio. Adicionalmente, no podian tener enfermedades
graves o una esperanza de vida menor a la duracion del estudio y debia estar dispuestos
a seguir una intervencion dietética a largo plazo. Todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito para participar en el estudio, previamente
aprobado por el comité de ética local, siguiendo la declaracion de Helsinki y las buenas

practicas clinicas.

Para la realizacion del subestudio presentado en este trabajo de tesis doctoral, se utilizé
una poblacion anidada en el estudio CORDIOPREYV del proyecto FIS P113/00185. Para
ello se seleccionaron 716 pacientes que contaban con la determinacion de la longitud
de los telémeros en situacién basal y al cabo de 4 afios de seguimiento. En dichos
pacientes se realizé la determinacion de polimorfismos genéticos de los genes PINX1,
TERC, TERT, TOMM40, APOE, APOC1, FOXO1A, FOXO3A, SIRT1, ADIPOQ, COQ?7,

COQ8, COQ9Y, en regiones candidatas a influir sobre el proceso de envejecimiento.
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Edad para ser elegible

20 a 75 afos

Género para ser elegible

Ambos

Voluntarios sanos

No

Criterios de Inclusién

Patologia coronaria inestable
Infarto agudo de miocardio
Angina inestable

Angina estable crénica con alto
riesgo de evento cardiovascular

Criterios de Exclusién

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

Pacientes con una
revascularizacion programada
con < 6 meses antes de su
inclusiéon en el ensayo.
Insuficiencia cardiaca grado II-IV
(New York Heart Association).
Disfunciéon ventricular izquierda
con FEVI < 35 %.

Incapacidad o impedimento para
seguir el protocolo.

Pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 severa o no controlada, o
aquellos con insuficiencia renal
con creatinina plasmatica > 2

mg/dl.
Otras patologias cronicas:
enfermedades psiquiatricas,

insuficiencia renal cronica,
hepatopatia crénica, neoplasia
activa, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica y
enfermedades digestivas.

Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusién del estudio CORDIOPREYV (129).
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1850 pacientes
seleccionados

Excluidos (n= 848):
- No cumplen los criterios
de inclusion (n= 424)
-No desean participar (n=
314)
- Otras razones (n= 110)

Aleatorizacion (n=1002)

Excluidos del analisis
(pacientes sin LTL en
basal y al 4° afio) (n= 286)

L 4

Seleccionados por tener
LTL en basal y al 4° afio
(n=716)

Figura 2. Diagrama de flujo de los pacientes del estudio CORDIOPREYV seleccionados
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4. INTERVENCION DIETETICA

Los pacientes fueron aleatorizados a seguir dos patrones de alimentaciéon saludables:
una dieta mediterranea rica en aceite de oliva virgen, con al menos un 35% de las
calorias provenientes de la grasa (22% acidos grasos monoinsaturados (MUFA), 6%
PUFA, menos del 10% acidos grasos saturados (SFA)), 15% proteinas y un maximo de
50% hidratos de carbono; y una dieta baja en grasas y alta en hidratos de carbono
complejos, con menos del 30 % de grasas totales (12—-14 % de MUFA, 6-8 % de PUFA
y menos del 10 % de SFA), 15 % de proteinas y un minimo de 55 % de hidratos de

carbono.

Los dos patrones dietéticos del estudio CORDIOPREV incluyen alimentos de los
grandes grupos alimenticios sin una restriccion especifica sobre el consumo caldrico. La
principal diferencia entre los dos grupos de intervencién radica en la ingesta de grasa
total, su procedencia, asi como en su composicion cualitativa. En la tabla 3 se resumen

las recomendaciones para cada tipo de dieta.

Se realizaron sesiones informativas para cada tipo de dieta y se realizé un seguimiento
periodico por nutricionistas, tal y como se detalla a continuacion. La adherencia a la
dieta en el estudio CORDIOPREYV ha sido publicada previamente por Quintana-Navarro
et al(130).
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Dieta Mediterranea

Dieta Baja en Grasas

Aceite (incluido el aceite
usado

para cocinar, aderezar y
en

comidas consumidas
fuera

Cuatro o mas cucharadas
de

aceite de oliva virgen
extra al dia

(40-60 g al dia)

Menos de dos cucharadas
dea aceites vegetales
(girasol, oliva
convencional) al dia (20-
30 g al dia)

de casa)

Fruta Tres o mas raciones de Tres o mas raciones de
fruta fresca y zumos fruta fresca, congelada,
naturales al dia enlatada o desecada al

dia

Verdura Al menos dos raciones al | Al menos dos raciones al

dia, una de ellas cruda o
como ensalada

dia (fresca, congelada o
enlatada, sin grasa, salsa
o sal afiadida)

Cereales y patatas

Seis raciones de cereales
preferiblemente enteros

Seis a once raciones de
cereales (preferiblemente
integrales), patatas y
legumbres al dia

Legumbres Al menos tres veces a la Seis a once raciones de
semana cereales (preferiblemente

integrales), patatas y
legumbres al dia

Lacteos Dos raciones al dia Dos o tres raciones de
lacteos bajos en grasa o
sin grasa al dia

Nueces Al menos tres raciones de | Consumo ocasional,

nueces crudas a la
semana

menos de una racién a la
semana

Pescado y marisco

Al menos tres raciones de
pescados grasos a la
semana

Evitar pescados grasos y
mariscos enlatados en
aceite a una racion por
semana 0 menos

Carne blanca

Consumir preferiblemente
carnes blancas (pollo,
pavo o conejo) en lugar de
rojas, retirar la piel y grasa
visible

Elegir carne de ave sin
piel y otros cortes magros
(como el lomo o redondo)

Carne roja y procesada

Menos de una racién
semanal

Una racién o menos a la
semana

Huevos

Entre dos y cuatro
unidades a la semana

Dos o0 menos yemas de
huevo a la semana

Bolleria comercial, dulces
y pasteles

Una raciéon o menos a la
semana

Una racién o menos a la
semana

Mantequilla y margarina

No permitida

Una vez o menos a la
semana

Vino

Consumo opcional, solo
en caso de consumidores
previos (un vaso al dia en
mujeres y dos al dia en
hombres)

No permitido
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Bebidas azucaradas o
carbonatadas

Menos de una vez al dia

Menos de una vez al dia

Técnicas culinarias

Uso de sofrito (salsa
casera con ajo, cebolla,
hierbas aromaticas y
tomate cocido a fuego
lento en aceite de oliva)
dos o mas veces a la
semana

Usar métodos de
cocinado bajo en grasa
(como asar, hornear,
microondas), evitar fritura
y uso de sofrito, eliminar
la grasa visible antes de
cocinar

Tabla 3. Recomendaciones dietéticas por grupos de pacientes
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5. VISITAS Y SEGUIMIENTO

La intervencion dietética realizada en el estudio CORDIOPREYV ha sido llevada a cabo
por un grupo de dietistas especializadas. Estas dietistas dieron las directrices a seguir
en cada grupo de intervencion, revisaron los cuestionarios de adherencia a la dieta, y
elaboraron el material escrito y grafico proporcionado a los participantes. Ademas,
participaron en la programacion e imparticion de las sesiones grupales que

periédicamente se realizaron a lo largo de la intervencion.

Los detalles de las evaluaciones dietéticas y las visitas de seguimiento se recogen en
publicaciones previas de nuestro grupo (129). Durante el primer afio de intervencién se
disefaron varias sesiones grupales con el fin de facilitar un mejor seguimiento por parte
de los pacientes, discutir problemas encontrados y proporcionar soluciones a los
mismos. El objetivo principal de la intervencién fue adaptar los habitos dietéticos de cada

individuo al patrén dietético, por encima de nutrientes concretos.

La valoracion basal de los participantes se llevo a cabo en 2 visitas consecutivas. En
cada una de las visitas el paciente se entrevisté personalmente con la dietista durante
una hora aproximadamente. Durante la primera visita, tras la firma de los
consentimientos informados, se realizé una valoracion por el especialista en Medicina
Interna encargado de realizar la valoracién fisica y un cuestionario clinico al paciente.
Las medidas antropométricas (peso, estatura, IMC y perimetro de cintura) fueron
realizadas en la primera visita por dietistas entrenadas de una forma estandarizada. La
medicion del perimetro de cintura se llevo a cabo a una distancia media entre la ultima
costilla y la cresta iliaca utilizando una cinta métrica. El calculo del IMC se llevé a cabo
con la formula: kg/m?. Ademas, a los participantes se les realizé extraccion de analitica.
La valoracién nutricional de la primera visita incluia una explicacién detallada sobre la

intervencion dietética junto con la realizacion de los siguientes cuestionarios:

e Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ) compuesto por
137 items con el fin de poder determinar la ingesta dietética general del afio
previo a la inclusion del paciente.

e Cuestionario para valorar la adherencia a la dieta.

e \ersidn espafola del “Minnesota physical activity questionnaire” para valorar
la actividad fisica de los pacientes.

e Cuestionario SF36 para valorar la calidad de vida de los pacientes.
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En la segunda visita, tras la aleatorizacion, las dietistas revisaron los cuestionarios
realizados previamente y proporcionaron recomendaciones dietéticas especificas del
grupo de intervencion asignado a cada participante, adecuando la informacién a las
condiciones clinicas de los pacientes (diabetes mellitus tipo 2, dislipemia, obesidad, etc.)
y proporcionando estrategias para ayudar a éstos a modificar sus habitos dietéticos con
el objetivo de mantenerlos a largo plazo. Todos los participantes recibieron un folleto
informativo con recomendaciones dietéticas y recursos para adecuar la frecuencia de

consumo, porciones y tamafio de las raciones.

El seguimiento posterior incluia visitas presenciales con periodicidad semestral, visitas
grupales trimestrales y llamadas telefonicas bimensuales para favorecer el contacto
frecuente entre los pacientes y los dietistas. En total, anualmente se realizaban un total

de 12 contactos presenciales y telefénicos con cada paciente.

6. DETERMINACIONES ANALITICAS Y BIOQUIMICAS

Al inicio del estudio se recolectaron muestras de sangre de los participantes tras 12
horas de ayuno nocturno. Una vez al afo durante el periodo de seguimiento de la
intervencion, en las mismas condiciones se extrajeron muestras sanguineas. En el
presente trabajo utilizamos los parametros bioquimicos obtenidos al inicio del estudio y
a los 4 anos de seguimiento. Las muestras de plasma y suero se recolectaron en tubos
individuales y se centrifugaron, luego se congelaron inmediatamente a -80 °C. Las
medidas bioquimicas fueron realizadas en el Hospital Universitario Reina Sofia por
personal externo al estudio que desconocia la calidad de las intervenciones. Las
principales variables bioquimicas utilizadas en el presente estudio fueron triglicéridos,
colesterol total, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad (C-LDL), glucosa y PCRus. Las metodologias
utilizadas para llevar a cabo las mediciones han sido descritas previamente (131): Se
tomaron muestras de sangre venosa de la vena antecubital y se recogieron en tubos
Vacutainer sin anticoagulante y en tubos que contenian EDTA, y se transfirieron
inmediatamente a 4°C. Se anadio un cdctel inhibidor de proteasa (Roche Diagnostic,
Alemania) al plasma (40 uL / mL) para minimizar la degradacion proteolitica. Las
muestras de plasma y suero se congelaron a -80°C para un posterior analisis
bioquimico. Los parametros séricos se midieron en los analizadores Architect c-16000
(Abbott®, Chicago, lllinois, EE. UU) mediante técnicas espectrofotométricas (métodos

colorimétricos enzimaticos): método de hexoquinasa para glucosa y oxidacion-
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peroxidacion para colesterol total, C-HDL vy triglicéridos (TG). EI C-LDL se calculo
utilizando la férmula de Friedewald (siempre que el nivel de triglicéridos fuera inferior a
400 mg/dl). Los niveles de PCRus se determinaron con una técnica ultrasensible por
inmunoturbodimetria y se midié en el analizador Architect ¢c-16000 (Abbott®, Chicago,
lllinois, EE. UU.).

7. PARAMETROS RELACIONADOS CON ESTRES OXIDATIVO E
INFLAMACION

Los datos relacionados con el estrés oxidativo y la inflamacién se recogieron en el seno
del proyecto de investigaciéon P113-00185 del Instituto de Salud Carlos Il [28]. Se
determinaron los productos de peroxidacion lipidica (LPO), el glutation total, glutation
reducido (GSH) y oxidado (GSSG) y la relacion GSH/GSSG. Se midio el contenido de
glutation reducido y glutation oxidado en las muestras de plasma utilizando el kit
BIOXYTECH® GSH-400 (OXIS International Inc., Portland, OR, EE. UU.) y el kit GSH-
412 (OXIS International Inc., Portland, OR, EE. UU.) respectivamente. El TNF-a se midi6
utilizando kits ELISA de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas disponibles

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

8. AISLAMIENTO DEL ADN DE MUESTRAS DE SANGRE

ElI ADN se obtuvo de las células sanguineas de la fraccién de la capa leucocitaria de la
sangre contenida en tubos con EDTA. EI ADN se aislé6 mediante el método de salting-

out y luego se resuspendié en 500 pL de tampdn 1 x TE (132).

9. GENOTIPADO

Se realizd el genotipado de los genes relacionados con el envejecimiento incluyendo:
PINX1, TERC, TERT, TOMM40, APOE, APOC1, FOXO1A, FOXO3A, SIRT1, ADIPOQ,
COQ7, COQ8, COQY), de genes relacionados con inflamacién (interleukinas, PCRus,
PPAR-gamma, TNF), obesidad (FTO, MCAR4R, GHRLOS), metabolismo lipidico (LPL,
APOA, APOB, APOC1, ABCA1, ADIPOQ), y diabetes (CAPN10, IGF2BP2, igfir
TCF7L2, CAPN3, TCF7L2), con la plataforma OpenArray™ proporcionada por Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, EE. UU.).
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Especificamente, para los principales polimorfismos de este estudio, se utilizaron los
ensayos TagMan C___ 1340389 _10 (nombre del ensayo: hCV1340389) para rs7069102
y C__ 11642237 _10 (nombre del ensayo: hCV11642237) para rs1885472
proporcionados por Thermo Fisher Scientific Inc. (Base de datos:

https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-

assays/snp-genotyping-tagman-assays. html). El procedimiento se llevd a cabo de

acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando un robot AccuFill™ para cargar
matrices, un termociclador 9700 para PCR y un termociclador NT para lectura de

fluorescencia (todos proporcionados por Thermo Fisher Scientific Inc.).

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se midio utilizando la herramienta bioinformatica

Gene-calc (Disponible online: www.gene-calc.pl). Se us6 el software TagMan™

Genotyper V 1.3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) para denominar al genotipo.
Utilizamos 1000 GENOMAS fase 3: Sl
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index), como poblaciéon de referencia. El
nivel de LD por pares entre los SNP de SIRT1 se validé mediante el analisis de los
valores de D' y r2 utilizando Ensembl (Human GRCh38.p13) en el mismo grupo de

poblacion.

10.PCR CUANTITATIVA Y ANALISIS DE LA LONGITUD DE LOS
TELOMEROS

Analizamos la longitud de los teldmeros leucocitarios (LTL) al inicio y tras cuatro anos
de seguimiento, segun el protocolo del estudio. Utilizamos el método de Cawthon con
gPCR (83), siguiendo la metodologia y experiencia previa de nuestro grupo . Las
reacciones de gPCR se llevaron a cabo en un termociclador iQ5 usando un kit
SensiFAST™ SYBR Lo-ROX, donde para todas las muestras se estimo la proporcion
de teldbmero a gen constitutivo RPL13a. La secuencia de los cebadores utilizados y las

condiciones de la gPCR se han publicado previamente (131).

11.ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico SPSS Statistics para
Windows (version 28.0) (IBM. Chicago, IL, EE. UU.). Los datos se presentan como

media + error estandar de la media (SEM). Las diferencias en los parametros
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bioquimicos y antropométricos medios y la interaccion con el genotipo se evaluaron
mediante analisis ANOVA de un factor. La comparacion de parametros clinicos y
antropomeétricos segun dieta y genotipo se realizé mediante analisis ANOVA de un factor,
de forma separada e independiente para cada dieta, con el genotipo SNP rs7069102
como factor. Las comparaciones de frecuencias entre variables cualitativas se realizaron
mediante la prueba Chi-Cuadrado. Se utiliz6 ANOVA para medidas repetidas para
analizar los cambios durante el estudio. Se utilizé el estadistico de contraste
Greenhouse-Geisser cuando no se cumplié el supuesto de esfericidad. En este analisis,
estudiamos la influencia general del genotipo (ANOVA global, P para la influencia del
genotipo), la cinética de la intervencién (P para el tiempo) y la interaccion de los dos
factores (genotipo versus tiempo). Cuando los andlisis de prueba post hoc fueron
pertinentes, utilizamos pruebas de comparacion multiple con la correccién de Sidak. P

< 0,05 se considero estadisticamente significativo.

12.METODOS DE OBTENCION BIBLIOGRAFICA

Para realizar la revision bibliogréafica se utilizd la web (http://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

conocida como PUBMED vy el motor de busqueda MEDLINE ofrecido por la Biblioteca
Nacional de los Estados Unidos, utilizandose varias entradas, palabras clave o
encabezamientos MeDH del Index Medicus. Se empled a su vez el proveedor de
informacion Ovid Technologies al que se accede a través del Ovid Web Gateway y la
biblioteca virtual Scielo formada por una coleccion de revistas cientificas espanolas de
ciencias de la salud seleccionadas de acuerdo a unos criterios de calidad

preestablecidos.

Todas estas plataformas utilizadas junto con la consulta directa de determinadas revistas
cientificas se realizaron a través de la Biblioteca Virtual del Servicio de Salud Publico de

Andalucia (SSPA) (http://www.bvsspa.es/profesionales/).

Las referencias aparecen presentadas con el estilo o normas de Vancouver para la

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

47


http://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

VI. RESULTADOS

Se ha analizado la influencia de diferentes polimorfismos localizados en genes
candidatos relacionados con el proceso de envejecimiento, como son PINX1, TERC,
TERT, TOMM40, APOE, APOC1, FOXO1A, FOXO3A, SIRT1, ADIPOQ, COQ7, COQS,
COQ9. A continuacion, se muestran los resultados mas relevantes obtenidos relativos a

los polimorfismos localizados en el gen SIRT1 (112).

1. CARACTERISTICAS BASALES SEGUN GENOTIPO DE LOS
POLIMORFISMOS DEL GEN SIRT1

Las distribuciones de genotipos de los SNP rs7069102 y rs1885472 no se desviaron de
las expectativas de Hardy-Weinberg. Se compararon las frecuencias alélicas
observadas para ambos SNP con la base de datos de 1000 genomas. La frecuencia del
alelo menor para el SNP rs7069102 fue C = 0,305 (1000 genomas: C = 0,355) y para el
SNP rs1885472 fue G = 0,317 (1000 genomas: G = 0,355). Las frecuencias genotipicas
observadas para el SNP rs7069102 fueron G/G = 47,8%; G/C = 43,4%; C/IC = 8,8 %, y
para el SNP rs1885472 fueron C/C = 47 %; C/G = 42,5%; G/G = 10,5%. El andlisis de
LD mostré que los SNP rs1885472 y rs7069102 eran D' = 1,000 y r2 = 1,000, lo que
sugiere que los loci estan en LD completo y son coheredados en la mayoria de los casos.
Por tanto, dada su asociacién, y la existencia de literatura previa con el SNP rs7069102,
pero no con el rs1885472, se muestra el analisis con el rs7069102 en este trabajo. Dado
que los analisis no indican un comportamiento recesivo para este SNP y dadas las bajas
frecuencias del genotipo CC en rs7069102, se realizan los analisis posteriores utilizando

un modelo dominante para el alelo menor.

Las caracteristicas demograficas, antropométricas y bioquimicas atendiendo al SNP
rs7069102 se muestran en la tabla 4. No se observaron diferencias significativas segun
el genotipo para los valores basales de parametros antropométricos, colesterol, glucosa
0 PCR para SNP rs7069102.

Dichas caracteristicas segun el SNP rs7069102 y la dieta se presentan en la tabla 5. Al
inicio del estudio, se objetivd una diferencia significativa en el peso de los pacientes
aleatorizados a la dieta mediterranea que también eran portadores del alelo C en

comparacion con portadores del genotipo GG (P = 0,043). No se observaron diferencias
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significativas en el resto de los parametros analizados, ni en los pacientes aleatorizados

al patron de dieta baja en grasas.
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rs7069102

GG CG+CC p
n 451 493
Hombre/mujer (n) 379/72 398/95 0.184
Edad (afios) 59.3+9 59.9 £ 9.1 0.380
Peso (kg) 86.2+14.5 84.5 +14.7 0.067
Perimetro de 105.3+£11.5 104.9 £ 1.1 0.587
cintura (cm)
IMC (kg/m?) 314146 30.9+43 0.107
Colesterol total 157.4 + 31.1 160.4 + 30.6 0.134
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL) 41.9+97 42.3+10.4 0.508
C-LDL (mg/dL) 87.5 + 25.1 90.2 +25.7 0.116
TG (mg/dL) 133.8 £ 69.5 136 + 68.5 0.631
Glucosa (mg/dL) 114.7 £ 39.6 112.9 + 38.0 0.471
PCRus (mg/dL) 3.2+3.9 3+34 0.470

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio atendiendo al SNP

rs7069102 del gen SIRT1. Valores expresados como media + SEM.

IMC, indice de

masa corporal; C-HDL, colesterol vehiculizado en las lipoproteinas de alta densidad; C-

LDL, colesterol vehiculizado en las lipoproteinas de baja densidad; TG, triglicéridos;

PCRus, proteina C reactiva ultrasensible. Variables calculadas utilizando ANOVA de un

factor. En negrita valores p < 0.05

50



Dieta baja en grasa Dieta Mediterranea
GG CG+CC p GG CG+CC |p
n 162 171 189 194
Hombre/Mujer (n) | 134/28 145/26 0.607 | 164/25 151/43 0.022
Edad (afios) 58.7+8.7 |59.6+81 | 0.329 | 59.3 +|59.8 +]|0.629
8.9 9.2
Peso (kg) 85.3 +|84.5 + /0547 | 86.6 +|83.7+14|0.043
12.8 12.2 14.2
Perimetro de | 1045 +|1051 +|0.628 | 1052 +|104.1 +|0.311
cintura (cm) 104 10.2 11.5 11
IMC (kg/m2) 31.2+43 | 30.7t4 0289 |314 +|309 +£|0.315
4.4 4.4
Colesterol total | 157+ 29.8 | 160+28 | 0.359 | 158 £33 | 159+ 31 | 0.723
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL) 42 +10 42+101 | 0452 [ 42+10 |42+10 |0.931
C-LDL (mg/dL) 87+239 |90+235 |0.281 [88+27 |90+25 |0.486
TG (mg/dL) 128+64 | 142173 |0.063 | 137+71 | 130+64 | 0.315
Glucosa (mg/dL) 108+29 |113+38 |0.219 |115+41 | 111+36 | 0.316
PCRus (mg/dL) 36+43 |28+32 |0.073 |27+3.7 |28+3.1 |0.945

Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes segun el genotipo para el polimorfismo

rs7069102 del gen SIRT1 y la dieta. Los valores se expresan como media + SEM. IMC,

indice de masa corporal; C-HDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; C-

LDL, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; TG, triglicéridos; PCRus,

proteina C reactiva. En negrita los valores de p < 0.05.
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2. RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO rs7069102 Y LA LONGITUD DE
TELOMEROS DURANTE LA INTERVENCION

En la poblacion estudiada, observamos un mantenimiento de la LTL en pacientes
portadores del genotipo mayoritario GG, en contraste con los portadores del alelo
minoritario C, donde la LTL disminuyé después de 4 afos de seguimiento en

comparacion con la basal (P = 0,001) (Figura 3).
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Figura 3. Longitud de telomeros segun el genotipo para el polimorfismo rs7069102 del
gen SIRT1 durante el periodo de seguimiento. Los datos se expresan como media *
SEM analizados mediante ANOVA de medidas repetidas; donde p1: influencia de la
dieta, p2: tiempo de seguimiento y p3: interaccion entre ambos factores (dieta y tiempo).
En el analisis post-hoc se realizaron comparaciones multiples con correccion de Sidak
* p < 0.05 4 afo vs basal, B p < 0.05 genotipos en el mismo tiempo. Datos relativos al

grupo completo. Numero de pacientes GG 351, CG+CC 365

3. RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO rs7069102 Y LOS PARAMETROS
RELACIONADOS CON ESTRES OXIDATIVO E INFLAMACION

Los individuos con el genotipo GG mostraron un aumento en los valores de la relacién

GSH/GSSG en comparacion con sus niveles basales (P = 0,003) (Figura 4A). Los
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niveles de LPO disminuyeron en ambos genotipos (GG y CG+CC) (ambos P < 0,001),
siendo el descenso mayor en los portadores del genotipo GG (Figura 4B). Ademas, se
observo una disminucion significativa de los niveles de TNF-a tanto en el genotipo GG
como en el CG+CC (ambos P < 0,001, respectivamente), siendo dicha reduccién mayor

en los homocigotos GG tras los 4 afios de seguimiento (P = 0.022) (Figura 4C).
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Figura 4. Cambios en las variables asociadas con el estrés oxidativo y la inflamacion
segun el genotipo para el polimorfismo rs7069102 del gen SIRT1. Los datos se expresan
como media + SEM analizados mediante ANOVA de medidas repetidas; donde p1:
tiempo de seguimiento, p2: influencia del genotipo y p3: interaccién entre ambos factores
(tiempo y genotipo). En las pruebas post-hoc utilizamos comparaciones multiples con
correccion de Sidak. * p < 0.05 4 afios vs. basal, B p < 0.05 genotipos en el mismo

tiempo. Datos relativos al grupo completo. Niumero de pacientes GG 351, CG+CC 365

4. EFECTO DE LA DIETA SOBRE LA LONGITUD DE TELOMEROS, Y
SOBRE LOS PARAMETROS DE INFLAMACION Y ESTRES OXIDATIVO
ATENDIENDO A LAS VARIANTES GENETICAS DEL GEN SIRT1

4.1. PACIENTES ALEATORIZADOS A DIETA BAJA EN GRASA

Para el SNP rs7069102, tras la intervencion dietética con la dieta baja en grasas, se
observd una estabilizacion en la longitud de los teldmeros de los leucocitos en los
sujetos con el genotipo GG, que disminuyé significativamente en los sujetos portadores
de los genotipos CG+CC (p = 0,012) (Figura 5A). Los niveles de TNF-a disminuyeron
después de 4 anos en sujetos portadores de ambos genotipos (GG P < 0,001 y CG+CC
P = 0,020). Sin embargo, esta disminucion fue significativamente mayor en los sujetos
portadores del genotipo GG (p = 0,007) (Figura 5B). Ademas, los portadores GG también
mostraron una disminucion significativa en los niveles de PCRus en comparaciéon con

los portadores del alelo C (interaccion tiempo frente al genotipo P= 0,025) (Figura 5C).
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Figura 5. Interaccion entre la dieta y los parametros relacionados con el envejecimiento
y la inflamacion segun el genotipo para el polimorfismo rs 7069102 del gen SIRT1. Los
datos se expresan como media £+ SEM analizados mediante ANOVA de medidas
repetidas; donde p1: tiempo de seguimiento, p2: influencia del genotipo y p3: interaccion
entre ambos factores (tiempo y genotipo). En las pruebas post-oc utilizamos
comparaciones multiples con correccion de Sidak. * p < 0.05 4 afos vs. basal, B p <0.05
genotipos en el mismo tiempo. Datos relativos al grupo completo. Numero de pacientes
GG 351, CG+CC 365

4.2. PACIENTES ALEATORIZADOS A DIETA MEDITERRANEA

La longitud de los telémeros disminuyd en los pacientes GG y GC+CC después de 4
afios de intervencién con este modelo de dieta. No se observaron diferencias
significativas entre los pacientes GG y GC+CC en términos de niveles plasmaticos de
TNF-a y niveles de PCRus (Figura 6 A, B, C).
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Figura 6. Interaccion entre la dieta y los parametros relacionados con el envejecimiento
y la inflamacién segun el genotipo para el polimorfismo rs7069102 del gen SIRT1. Los
datos se expresan como media £+ SEM analizados mediante ANOVA de medidas
repetidas; donde p1: tiempo de seguimiento, p2: influencia del genotipo y p3: interaccion
entre ambos factores (tiempo y genotipo). En las pruebas post-oc utilizamos
comparaciones multiples con correccion de Sidak. * p < 0.05 4 afios vs. basal, B p < 0.05
genotipos en el mismo tiempo. Datos relativos al grupo completo. Numero de pacientes
GG 351, CG+CC 365

5. INTERACCION ENTRE EL POLIMORFISMO rs7069102, LA DIETAY LOS
FACTORES AMBIENTALES SOBRE LA LONGITUD DE LOS TELOMEROS
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Con respecto al analisis de los objetivos secundarios propuestos, no hemos encontrado
interacciones significativas entre los factores sexo, consumo de tabaco y consumo de

alcohol y la evolucion de la longitud de los teléomeros en nuestro grupo de pacientes.

6. RESULTADOS DE OTROS POLIMORFISMOS

En relacion con el resto de polimorfismos localizados en los genes relacionados con el
envejecimiento (rs11776767, rs12696304, rs16847897, rs3772190, rs113487931,
rs10054203, rs2736122, rs2853669, rs2736098, rs33954691, rs2853691, rs157588,
rs157590, rs157580, rs111833428, rs1064725, rs12691088, rs12721054, rs389261,
rsb114, rs2755209, rs2721069, rs2755213, rs2764264, rs13217795, rs2802292,
rs10823112, rs1063539, rs182052, rs8051232, rs1074359, rs7192898), se ha analizado
su posible relacion con la longitud de los telémeros sin hallar ninguna asociacién

relevante.

Ademas, se ha analizado la relacion entre la longitud de teldomeros y genes relacionados
con inflamacion (interleukinas, PCRus, PPAR-gamma, TNF), obesidad (FTO, MCAR4R,
GHRLOS), metabolismo lipidico (LPL, APOA, APOB, APOC1, ABCA1, ADIPOQ...), y
diabetes (CAPN10, IGF2BP2, igfir TCF7L2, CAPN3, TCF7L2...), sin observar tampoco

ninguna asociacion significativa.

Adicionalmente, se han realizado analisis en los que se distribuyd a los pacientes en
tertiles en funcién de la longitud de los teldmeros y analizamos la distribucion de las
variantes alélicas en cada SNP comparando aquellos pacientes con telémeros en el tertil
inferior y superior, y ajustando por diferentes factores de confusién (edad, sexo, indice
de masa corporal). Asi, se identificé que los portadores del alelo minoritario del SNP
rs3772190 del gen TERC y los homocigotos para el alelo minoritario de dos SNP del
gen FOXO3A (rs2764264 y rs13217795) se asociaron a una menor longitud de los
telébmeros comparados con los pacientes portadores del genotipo mayoritario. ElI gen
TERC codifica un componente ARN de la telomerasa, enzima que contribuye a evitar la
senescencia celular, mientras que el gen FOXO3A regula las proteinas FOX, factores
de transcripcidn que intervienen en la regulacién de la apoptosis. No se objetivaron

asociaciones en las otras 29 variantes genéticas evaluadas.

Por otra parte, se ha realizado un analisis en diferentes subgrupos de pacientes. Asi en
las personas con diabetes se objetivd que, tras 4 afios de intervencién, existe una

interaccion del polimorfismo rs2755213 del gen FOXO con la ingesta baja en grasas
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(n=372). En concreto, los portadores del alelo C que reciben una dieta baja en grasa
presentaron un menor acortamiento de los teldomeros comparado con los homocigotos
para el alelo T (p=0,04), concluyendo por tanto que en pacientes con diabetes y
enfermedad cardiovascular establecida y dicha variable genética, el consumo de una
dieta baja en grasa modula favorablemente el envejecimiento celular (medido como un
menor acortamiento de telémeros), lo que puede contribuir a personalizar la dieta en

este subgrupo de pacientes.
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VIl. DISCUSION

Nuestros resultados demuestran la interaccion entre la dieta y la variante rs7069102 del
gen SIRT1 y su influencia sobre marcadores asociados al envejecimiento.
Especificamente observamos que los sujetos homocigotos para el alelo mayoritario G
que siguieron un patron dietético bajo en grasas durante 4 afios mostraron un patron
beneficioso con un menor acortamiento de la longitud de los telébmeros, marcador del
envejecimiento celular, comparado con los portadores del alelo minoritario C. Ademas,
en estos pacientes también se observo una disminucion de las concentraciones de TNF-
a y PCRus, marcadores de estrés oxidativo e inflamacion y que previamente se han
asociado con un acortamiento de la longitud telomérica. Paralelamente, y para dar
fortaleza a nuestros resultados, se realizé el mismo analisis con el polimorfismo

rs1885472, con alto desequilibrio de ligamiento, replicando dichos resultados.

Se ha propuesto que el miedo a la muerte es una caracteristica definitoria de los seres
humanos (133). De ahi la importancia del aumento en 30 afnos de la esperanza de vida

logrado durante el siglo XX, que ademas continua incrementandose.

Datos recientes apuntan a que los adultos mayores viven ahora en estado de
enfermedad y discapacidad durante mas tiempo. En los anos 60 del siglo XX, la duracién
media de la discapacidad al final de la vida era de 5,3 afios frente a los 8,9 y 10,2 afios
en 1990 y 2017 respectivamente (134). Aunque no existe una definicion unica de
envejecimiento saludable (135, 136), se entiende como la ausencia de enfermedades o
deficiencias tipicamente asociadas con la vejez definidas como aquellas condiciones en
las que existe una relacidon cuadratica entre la prevalencia de la enfermedad y la edad
cronolégica (137) y que son: la sarcopenia, emaciacion y osteoporosis, la fragilidad y
las caidas, el deterioro cognitivo, las pérdidas de visién en forma de degeneracion
macular asociada a la edad, cataratas y retinopatia diabética, la pérdida de audicion,
las enfermedades no transmisibles como la diabetes tipo 2, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer, la mala calidad del suefo, la apnea obstructiva del suefio,
la incontinencia urinaria y el estrefiimiento cronico. Este tipo de problemas pueden llegar

a afectar hasta al 50% de la poblacién mayor de 85 afios (138).

La acumulacion de células senescentes es caracteristica del envejecimiento y se
produce por la accion de agentes tanto internos como provenientes del exterior de la
célula que conduce a la pérdida de su capacidad proliferativa de manera irreversible
(139). Por una parte, la acumulacion excesiva de células senescentes dificulta la

regeneracion de los tejidos. Ademas, las células senescentes secretan factores
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inflamatorios que constituyen el denominado fenotipo secretor asociado a la
senescencia que tiene efectos nocivos sobre el ambiente circundante (2). En este
sentido, en nuestro estudio observamos que los pacientes sometidos a una dieta baja
en grasa y que son homocigotos para el alelo mayoritario G muestran un mejor perfil de
parametros inflamatorios y relacionados con el estrés oxidativo, que se expresa en una
disminucion de las concentraciones de TNF-a y PCRus, lo que podria reflejar un mejor
perfil de este fenotipo secretor asociado a la senescencia celular en relacion con un

proceso de envejecimiento mas saludable.

Es importante establecer la diferencia entre "envejecimiento" y "senescencia celular",
conceptos que, aunque en ocasiones se utilizan de manera indistinta, tienen diferentes
significados, implicaciones e interconexiones. EI envejecimiento conduce a la
disminucion progresiva del rendimiento funcional de los sujetos, aunque existe
controversia sobre la relacion existente entre el envejecimiento y la enfermedad y sobre
la consideracion del envejecimiento como enfermedad (140) ya que implica una mayor

probabilidad de morir y/o una disminucién de la funcionalidad con el tiempo (141).

Los primeros estudios sobre el proceso de la senescencia celular se realizaron en
células diploides humanas replicativas cultivadas in vitro (142). Teniendo en cuenta que
la mayoria de las células de los mamiferos no proliferan, el impacto causal de la
senescencia replicativa en el envejecimiento sigue siendo controvertido. En este sentido
se sugiere un mecanismo similar a la senescencia independiente de la proliferacion en
células postmitoticas, involucrado en el proceso de envejecimiento del individuo (143,
144) y que contribuye a reforzar las teorias de la interdependencia funcional entre el

envejecimiento y la senescencia, aun controvertidas (145).

Entre los agentes exdgenos que contribuyen la senescencia, mas especificamente
dentro del estilo de vida y ademas de la dieta (cuyo papel analizaremos en detalle mas
adelante), uno de los factores con un papel beneficioso sobre el envejecimiento
saludable es el ejercicio. Estudios en ratones del grupo de Thomas Rando en Stanford,
destacaron que el potencial regenerativo de los musculos esqueléticos disminuye con
el envejecimiento, pero el ejercicio en forma de carrera mejora la funcionalidad de las
células madre musculares y aumenta la capacidad de los musculos envejecidos para
reparar lesiones en ratones en relacion con una salida de la inactividad de las células
madre (146). Ademas, durante el envejecimiento también se produce una disminucién
de la funcion muscular. En este sentido, un estudio llevado a cabo en la Universidad de
Columbia indicé que el uso de osteocalcina podria restablecer la disminucion de la

funcién muscular y la pérdida de la capacidad de ejercicio relacionada con la edad. Los
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niveles circulantes de osteocalcina disminuyen a partir de la mediana edad y aumentan
después de correr. A nivel de las miofibras promueve la absorcion de glucosa y acidos
grasos y su catabolismo para producir moléculas de ATP necesarias para la funcion
muscular durante el ejercicio. Ademas, regula positivamente la liberacién de IL-6
derivada del musculo que a su vez retroalimenta la liberacién de osteocalcina por el
hueso durante el ejercicio (147). La inyeccidon de osteocalcina restaura la funcion
muscular, aumenta la masa muscular y mejora la capacidad de ejercicio en ratones de

edad avanzada (148).

Por ofra parte, en diversas enfermedades metabdlicas relacionadas con el
envejecimiento y la senescencia celular, como la diabetes mellitus y las enfermedades
cardiovasculares, la adopcion de habitos alimentarios saludables ha demostrado ser util
para frenar el proceso de envejecimiento y la disfuncién celular. En este sentido y en
relacion con el papel de la dieta, se ha comprobado que su composicion de nutrientes
regula el equilibrio metabdlico y modifica la esperanza de vida en diferentes especies.
Experimentos en moscas realizados en la Universidad de Pittsburgh, destinados a
analizar el papel del aminoacido no esencial tirosina en el envejecimiento, comprobaron
que los niveles de tirosina disminuyen con la edad, acompafados de un aumento de las
vias catabdlicas de la tirosina. Sus analisis indican que la regulacion negativa de las
enzimas de degradacién de la tirosina, incluida la tirosina aminotransferasa (TAT), alarga
la esperanza de vida de dichos dipteros (149). Otros estudios en la Universidad de
Wisconsin (150) también han contribuido a determinar como los aminoacidos esenciales
de la dieta afectan la esperanza de vida en ratones, de manera que la restriccion de
aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) reduce la adiposidad, mejora la
tolerancia a la glucosa y aumenta la salud metabdlica (151). Ademas, otro grupo de la
misma universidad demostré que para que la restriccion calérica tenga un efecto
beneficioso sobre la salud y la esperanza de vida es necesario el ayuno, detectando
mediante el ayuno mejoras en la sensibilidad a la insulina. En concreto en humanos,
investigadores de la Universidad de San Diego mostraron el papel beneficioso del ayuno
en pacientes con enfermedad cardiometabdlica (152), destacando ademas la
importancia del ritmo circadiano para impulsar el metabolismo y contribuir a la eficiencia

de las intervenciones.

Entre los patrones e indices dietéticos de los que se ha evaluado su asociacion con
enfermedades y alteraciones asociadas con la edad se encuentran las dietas de estilo
mediterraneo, las pautas dietéticas de EE. UU. y el indice de alimentacién saludable
relacionado, el indicador de dieta saludable de la OMS, el indice inflamatorio dietético,

dieta MIND (Mediterranean-DASH Intervention for Neurodegenerative Delay) y dietas
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con carbohidratos de bajo indice glucémico y altas en fibra. Se trata de perfiles dietéticos
asociados con la prevencion de las diversas condiciones asociadas con la edad citadas
previamente (fragilidad y riesgo de caidas, osteoporosis, deterioro cognitivo, demencia,
degeneracion macular relacionada con la edad, cataratas, pérdida de audicion,
enfermedades no transmisibles y estrefimiento cronico) (138). En cuanto a los
nutrientes especificos que se han asociado con la prevencién del envejecimiento no

saludable se han identificado:

- laingesta de proteinas en las dosis diarias recomendadas actualmente previene

la sarcopenia, la fragilidad y las caidas en combinacion con el ejercicio (153)

- ingesta adecuada de proteinas asociadas a calcio y vitamina D previene la

osteoporosis (154, 155).

- cereales integrales y fibra dietética previenen la diabetes tipo 2 y el estrefimiento

crénico (156).

Por otra parte, se ha comprobado también que los efectos acumulativos de una nutricion
saludable en etapas mas tempranas de la vida favorecen el envejecimiento libre de

enfermedades (157).

Los diferentes tipos de dieta citados comparten mudltiples caracteristicas comunes:
consumo regular de verduras y frutas, cereales integrales, legumbres, nueces y
semillas, mariscos y aceites de oliva y canola, y un bajo consumo de grasas saturadas
y alimentos superfluos como las bebidas azucaradas. Es por ello que por el momento
no disponemos de datos suficientes que permitan diferenciar claramente los efectos del
consumo de cada uno de los patrones dietéticos saludables, aunque diferentes patrones
pueden diferir en las porciones entre los distintos alimentos saludables que los
componen, siendo a priori estas diferencias interesantes en el envejecimiento teniendo
también en cuenta los menores requerimientos energéticos caracteristicos de esta

etapa de la vida.

En nuestro estudio, cuando analizamos globalmente toda la poblacién, sin estratificar
por el tipo de intervencién dietética, los portadores del alelo minoritario C de SNP
rs7069102 del gen SIRT1 mostraron una disminucion, después de 4 afios, en la longitud
de los telomeros, en contraste con el mantenimiento de la longitud de los telomeros
objetivado en los homocigotos para el alelo comun G. Por otro lado, aunque se observo
una mejora generalizada de los parametros de estrés oxidativo (LPO) e inflamacion
(TNF-a) en todos los participantes, dichos cambios fueron mas favorables en los

homocigotos GG. Un hallazgo interesante de nuestro estudio fue que la longitud de los
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teldmeros no diferia en el basal atendiendo al citado polimorfismo. Ello indica la
importancia de la interaccion con la dieta, y en este caso el beneficio de ambos modelos
de intervencion impidiendo el acortamiento de la longitud telomérica que acompafa al
proceso de envejecer. En un contexto similar, en relacion con la dieta, Inamori t. et al
(158) exploraron la asociacion entre los SNP de SIRT1 (rs7069102, rs2273773,
rs3818292), sugiriendo que la combinacion de variantes genéticas del gen SIRT1 y los
n-6 y/o n-3 de la dieta influyen en los niveles séricos de C-LDL y C-HDL. Ademas, en
nuestro analisis, y separando por el tipo de dieta que han realizado ambos grupos de
pacientes, observamos que los portadores de los alelos mutados tanto para el SNP
rs7069102 como para rs1885472, tras el consumo de una dieta baja en grasas,
presentaron beneficios en los parametros asociados con el envejecimiento (longitud de
los teldbmeros) e inflamacion, que no se encontraron en los portadores de los alelos
ancestrales, de manera que sufrieron un menor acortamiento telomérico y disminuyeron

sus valores de TNFa y PCRus.

Las caracteristicas de los acidos grasos de la dieta, por sus diferentes propiedades,
tienen una gran importancia ya que el grado de insaturacion se relaciona con la
susceptibilidad a la oxidacién causada por las ERO, de manera que interviene en el
envejecimiento y el desarrollo de enfermedades crénicas (159). En este sentido, los
beneficios que hallamos en nuestros resultados en relacién con los parametros de
inflamacién, estrés oxidativo y longitud telomérica podrian estar en relacién con la
composicion grasa de nuestras dietas, por una parte la Dieta Mediterranea con su alto
contenido en grasas saludables. Por otra, la dieta baja en grasa con la restriccién en
este grupo nutricional es la que mayores beneficios muestra. Una explicacion posible de
nuestros resultados es que ambos tipos de dieta presentan un bajo contenido en acidos
grasos saturados, componentes que en estudios previos se ha demostrado que
incrementan los parametros inflamatorios y de estrés oxidativo. Otras caracteristicas
comunes a ambas dietas, como la baja densidad caldrica y el alto contenido en

fitonutrientes y antioxidantes también podrian explicar los hallazgos obtenidos.

Debemos tener en cuenta que las ERO son productos de la respiracion mitocondrial y
que por otra parte, los sistemas de defensa antioxidantes que contrarrestan el efecto de
las ERO al inactivarlas, estan formados por una serie de enzimas y compuestos
antioxidantes tanto endégenos como provenientes de la dieta, y que su efecto se ve
modificado por la predisposicion genética individual. Resulta por tanto de interés el
planteamiento de que componentes especificos de la dieta, a través de la modulacion
del estado inflamatorio, pudieran interactuar con las caracteristicas genéticas de cada

sujeto para determinar una diferente susceptibilidad al envejecimiento.
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De hecho, durante el proceso de envejecimiento, existen evidencias que demuestran
que los rasgos genéticos también determinan cambios a nivel celular como la apoptosis,
el acortamiento telomérico y la actividad mitocondrial (160-162). Esto impacta
directamente sobre los marcadores asociados con el estrés oxidativo (GSH y GSSG,

LPO), la inflamacién (TNF-a y PCRus) y la propia longitud de los telomeros.

Los aspectos del envejecimiento y de la senescencia celular que estan guiados
genéticamente (163, 164), son conocidos gracias al descubrimiento del papel de los
denominados "genes de la longevidad" y de estrategias que interfieren, por ejemplo, con
las sirtuinas, la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y la
ingesta de calorias, frenando el proceso de envejecimiento (164), y que han permitido
la identificacion de SNP en varios genes que pueden afectar la esperanza de vida y las

enfermedades relacionadas con la edad.

Segun un estudio publicado por Lodato y cols., mediante la secuenciacion del genoma
completo unicelular encontraron que las neuronas posmitéticas acumulan mutaciones
somaticas con la edad (165). Esta acumulacion de mutaciones en SNP que se produce
de forma lineal con el envejecimiento constituye lo que se denomina genosenio y puede
permitirnos identificar dianas terapéuticas genéticas para prevenir la senescencia

celular y favorecer el envejecimiento saludable.

En nuestro estudio hemos analizado la influencia de diferentes genes de los que es
conocida su relacién con el envejecimiento, como SIRT, PINX1, TERC, TERT, TOMMA40,
APOE, APOC1, FOXO1A, FOXO3A, SIRT1, ADIPOQ, COQ7, COQ8, COQ9.

El interés de PINX1 en relacién con el envejecimiento y la longitud telomérica radica en
que regula la actividad de la telomerasa, mientras que TERC y TERT codifican
componentes de la telomerasa. TOMM40 codifica proteinas de la membrana
mitocondrial. APOE y APOC1 participan en el transporte y el metabolismo lipidico. Los
genes FOXO intervienen en la regulacion del perfil lipidico y glucémico. Los genes COQ
regulan lo coenzima Q, que participa en la produccion energética a nivel de la cadena
de transporte de electrones y tiene efecto antioxidante por su capacidad para adquirir
formas reducidas y oxidadas. El gen ADIPOQ regula la adiponectina, implicada en el

metabolismo energético y la sensibilidad a la insulina.

Por otra parte, las proteinas conocidas como sirtuinas, estan implicadas en la apoptosis,
la inflamacioén y la actividad mitocondrial, y se relacionan con la proteccién frente a la
calcificaciéon arterial, la regulacion de la funcién mitocondrial, el sistema de defensa
antioxidante y la tumorigenésis (166). Debido a las asociaciones encontradas en nuestro

estudio, continuamos profundizando en su interés.
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Estudios sobre los genes SIRT en mamiferos revelaron que SIRT1 y SIRT6
desempenan un papel predominante en el proceso de envejecimiento, integrando una
compleja red de vias de sefializacion relacionadas con el envejecimiento (166).
Protegen contra las enfermedades relacionadas con el envejecimiento mediante la
mejora del estrés celular y oxidativo, la inflamacion, la autofagia, los dafios al ADN y la
disfuncion metabdlica. En animales, la activacion inducida de SIRT1 y SIRT6 ha
demostrado efectos beneficiosos en la aparicidon de enfermedades relacionadas con el

envejecimiento.

En concreto, aunque el genotipo rs7069102 del gen SIRT1 se asocié previamente con
el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares en sujetos sanos (158), no se
habia asociado hasta el momento con cambios en las caracteristicas celulares
relacionadas con la edad, como la longitud de los telomeros. Con respecto al SNP
rs1885472, hay poca evidencia previa sobre su potencial relaciéon con el proceso de
envejecimiento, la enfermedad y cédmo contribuyen los factores ambientales, entre ellos
principalmente la dieta. Dada su alta LD con el SNP rs7069102 nos ha permitido
corroborar los resultados obtenidos con el rs7069102 apoyando las asociaciones

encontradas.

Pese a que se van conociendo mejor los determinantes genéticos del envejecimiento,
todavia es necesario aclarar el papel concreto de numerosos genes involucrados y sus
cascadas efectoras, como si se ha caracterizado mas en detalle con los procesos de
desarrollo y apoptosis. Los resultados hallados en los analisis de FOXO3A y TERC
contribuyen a identificar otras variantes genéticas que se asocian a una menor longitud
de los teldmeros, y pueden condicionar una mayor susceptibilidad al envejecimiento
prematuro, que también podria dar lugar a medidas preventivas en el contexto de la

medicina de precision.

Tal como se ha comentado con anterioridad, el acortamiento de los teldbmeros con cada
ciclo de division celular es un factor clave de la senescencia celular ya que cuando se
alcanza una longitud minima critica se inicia una respuesta al dafio al ADN que implica
la detencion final de la proliferacion (167). Sin embargo, la longitud absoluta de los
telomeros en diferentes especies e incluso entre individuos puede variar mucho
independientemente de la edad y no esta claramente correlacionada con la esperanza
de vida (168, 169) por lo que el papel de la longitud absoluta de los telomeros sobre el
envejecimiento aun no esta claro. En cambio, si que se ha comprobado que su tasa de
acortamiento podria ser un mejor marcador que relacione los teldmeros con el proceso

de envejecimiento (143). Nuestro estudio refleja dicho ritmo de acortamiento, ya que
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disponemos de medidas de longitud de telomeros en dos momentos diferentes
separados en el tiempo por cuatro anos, lo que permite conocer su evolucién como

marcador del ritmo de envejecimiento.

Otra cuestion interesante para analizar es si el envejecimiento es o no reversible.
Resulta dificil creer que la senescencia en tejidos individuales pueda ser reversible, ya
que supondria un cambio en el estado celular en lugar de la eliminacién de las células
por senolisis, aun mas teniendo en cuenta las implicaciones del proceso de senescencia
en la supresion tumoral (170). Un estudio reciente del grupo de Leikam demostré que
un estado de senescencia inducida por oncogenes (detencion estable del ciclo celular
con un fenotipo binuclear o multinuclear que se considera una barrera para la progresion
del cancer) puede ser revertido de manera que las células diferenciadas conducidas a
la senescencia por el oncogén dan lugar a la transformacion del tumor en células
altamente agresivas, que son células madre mononucleadas surgidas a partir de células

senescentes (170).

Hay que tener en cuenta que el proceso de envejecimiento esta llegando a ser objeto
de gran interés académico e industrial por las potenciales intervenciones para
modificarlo desde el punto de vista farmacoldgico y por el impacto de dicha modificacion

sobre la sociedad y la economia, por lo que nuestros hallazgos son de gran interés.

Las principales estrategias estudiadas hasta el momento para modificar o intentar
revertir el proceso de envejecimiento se basan en intentar desacelerar o reprogramar el
proceso de manera que permita aumentar la longevidad y la calidad de vida en la
ancianidad teniendo en cuenta la participacién tanto de los factores exégenos como de

los genéticos susceptibles de intervencion.

La intervencion analizada en nuestro estudio permite conocer mejor estrategias para
prevenir el envejecimiento identificando perfiles de pacientes, como son los pacientes
de alto riesgo cardiovascular y homocigotos para el alelo G del SNP rs7069102 del gen
SIRT1 que se benefician especificamente de la dieta baja en grasas para mejorar su

proceso de envejecimiento.

Entre las intervenciones no genéticas, la restriccion calérica en modelos animales
prolonga la longevidad y protege frente a la aparicion de enfermedades cronicas
mediante una respuesta de estrés adaptativo con funciones antioxidantes y
antiinflamatorias (171), ademas de que entre sus efectos pleiotrépicos activa los genes
SIRT.
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En cuanto a las intervenciones genéticas dirigidas a la reprogramacion del
envejecimiento mediante la regulacion de sirtuinas o las vias relacionadas con mTOR
(efectores también en la restriccion calérica), también han demostrado su papel en la
mejora del proceso de envejecimiento y en la esperanza de vida en diferentes modelos
animales (171-173).

La sobreexpresion de la enzima telomerasa es otro de los medios empleados en
organismos envejecidos para lograr el rejuvenecimiento. Durante el desarrollo
embrionario la actividad de la telomerasa es alta, pero posteriormente va disminuyendo.
Su sobreexpresion revierte varios fenotipos de envejecimiento en diferentes tejidos y
aumenta la longevidad (10) aunque todavia no estan claro si dicha mejoria se debe a la
estabilizacion de la longitud de los telémeros o a otras funciones de la telomerasa (174).
Dado que la mayoria de nuestras células se encuentran en estado postmitético, tal como
se comentoé previamente, se plantea que sea la acumulacién de dano en los teldmeros
mas alla de su acortamiento lo que contribuya al desarrollo de un fenotipo de
envejecimiento alo largo de la vida. Todavia no esta claro si la actividad de la telomerasa

puede reparar la disfuncion de los teldbmeros ademas de su acortamiento.

Otras estrategias que logren la manipulacién genética y epigenética, como la
modificacion de determinados SNP también podrian modificar el proceso de

envejecimiento.

Los nuevos enfoques terapéuticos planteados cuentan con el inconveniente de que la
senescencia es también un proceso fisiolégico con una vertiente beneficiosa, ya que
aumenta la homeostasis de los tejidos como ocurre con los procesos de regeneracion y
plasticidad entre otros (175) por lo que farmacos senoliticos dirigidos a células
senescentes sin discriminar entre programas de senescencia beneficiosos y

perjudiciales pueden resultar nocivos (73).

Finalmente, nuestro estudio tiene ciertas limitaciones y también fortalezas. Se realizé en
una poblacion con enfermedad cardiovascular establecida, lo que sugiere que nuestros
resultados deben extrapolarse cuidadosamente a la poblacion general. En nuestro
estudio analizamos la longitud de los teldmeros durante un periodo de tiempo
determinado, lo que no permite inferir el efecto de la dieta y otros fendmenos
relacionados con el envejecimiento previos a la intervencion sobre los parametros
analizados. Aunque es dificil plantear estudios de intervencion a esta escala, seria
interesante replicar estos hallazgos, al menos en cohortes que contengan esta

informacion y se pueda ver su evolucién a lo largo del tiempo.
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Por otra parte, en nuestro estudio los datos que se analizan son los de longitud media
de teldmeros y no la abundancia de telémeros cortos. Pero algunos estudios genéticos
en modelos animales sugieren la posibilidad de que la abundancia de teldmeros cortos
en lugar de la longitud promedio de los telémeros es la causante de ciertas
enfermedades crénicas relacionadas con el envejecimiento (176, 177) y que es un mejor
indicador de la disfuncion de los teldmeros y, en consecuencia, de la disfuncion celular
y tisular (78).

En cuanto a las fortalezas, nuestro estudio tiene un gran tamafo muestral y una larga
duracién. Tanto el seguimiento como la adherencia a ambos tipos de dieta han sido muy
buenos. Se trata de un estudio aleatorizado y unicéntrico, lo que ha permitido una

atencion homogénea y estandarizada.

En resumen, nuestros resultados apoyan la nocion de que la dieta saludable interactia
con determinados SNP, en concreto el rs7069102 del gen SIRT1, para condicionar un
mejor perfil de envejecimiento en pacientes de alto riesgo cardiovascular, que se
manifiesta como una mejoria en el ritmo de acortamiento telomérico, y un descenso de
TNFa y PCRus. Estos hallazgos sugieren que el ritmo de senescencia bioldgica puede

ser modulado por la dieta de forma personalizada.
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VIII. CONCLUSIONES

CONCLUSION PRINCIPAL:

El consumo crénico, durante 4 anos, de una alimentacion Mediterranea, rica en aceite
de oliva (38% de calorias en forma de grasa, con 22% MUFA), o una dieta pobre en
grasa, (<28% de calorias en forma de grasa, 12% como MUFA), en pacientes con
enfermedad cardiovascular, interacciona con el polimorfismo rs7069102 del gen SIRT1
para condicionar la longitud telomérica. Asi, en nuestro estudio, los homocigotos GG
para el SNP rs7069102 del gen SIRT1 se benefician de una dieta baja en grasas para
retardar el acortamiento de los telémeros. Este hecho podria ayudar a ofrecer a nuestros
pacientes una dieta personalizada y adaptada a sus caracteristicas genéticas, lo que
nos permitira ralentizar el proceso de envejecimiento y sus enfermedades relacionadas

mejorando los parametros relacionados con el estrés oxidativo y la inflamacion.

CONCLUSION SECUNDARIA:

No encontramos interaccion significativa entre la dieta y otros factores como el sexo, el
consumo de tabaco y el consumo de alcohol y la evolucién de la longitud de teléomeros

en nuestro grupo de pacientes.
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IX. ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

ADP: adenosin difosfato

ARN: &cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosin trifosfato

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

C-LDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad

CORDIOPREV: Coronary Diet Intervention With Olive Oil and Cardiovascular Prevention

CpG: guaninas fosfato de citosina

ERO: especies reactivas el oxigeno

IFNa: interferdn alfa

IGF: factor de crecimiento similar a insulina tipo 1

IL: interleucina

IMC: indice de masa corporal

ISS: via de sefializacién de insulina

LD: desequilibrio de ligamiento

miARN: micro ARN

mTOR: mamalian Target of Rapamycin

NAD: nicotinamida adenina dinucleétido

NADH: nicotinamida adenina dinucleétido en su forma reducida
NT-proBNP: fraccién N terminal de propéptido natriurético cerebral
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PCRus: proteina C reactiva ultrasensible

gPCR: PCR cuantitativa

SIRT: sirtuinas

TG: triglicéridos

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TRF: fragmentos de restricciéon terminal
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Abstract: We investigated whether long-term consumption of two healthy diets (low-fat (LF) or
Mediterranean (Med)) interacts with SIRT1 genotypes to modulate aging-related processes such as
leucocyte telomere length (LTL), oxidative stress (OxS) and inflammation in patients with coronary
heart disease (CHD). LTL, inflammation, OxS markers (at baseline and after 4 years of follow-up)
and SIRT1-Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (rs7069102 and rs1885472) were determined in
patients from the CORDIOPREYV study. We analyzed the genotype-marker interactions and the effect
of diet on these interactions. Regardless of the diet, we observed LTL maintenance in GG-carriers
for the rs7069102, in contrast to carriers of the minor C allele, where it decreased after follow-up
(p = 0.001). The GG-carriers showed an increase in reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) ratio
(p = 0.003), lower lipid peroxidation products (LPO) levels (p < 0.001) and a greater decrease in tumor
necrosis factor-alpha (TNF-«) levels (p < 0.001) after follow-up. After the LF diet intervention, the GG-
carriers showed stabilization in LTL which was significant compared to the C allele subjects (p = 0.037),
although the protective effects found for inflammation and OxS markers remained significant after
follow-up with the two diets. Patients who are homozygous for the SIRTT-SNP rs7069102 (the most
common genotype) may benefit from healthy diets, as suggested by improvements in OxS and
inflammation in patients with CHD, which may indicate the slowing-down of the aging process and
its related diseases.

Keywords: genetic variants; healthy diets; coronary heart disease; role of sirtuins; aging-related pro-
cesses

1. Introduction

According to the World Health Organization (WHO), there will be a significant increase
over the next decade in the mortality rate from age-related chronic diseases (cardiovascular
disease, diabetes, etc.) [1]. The WHO has stated that the majority of the population will
have a life expectancy of 60 years or more and predicts that between 2015 and 2050, the
percentage of the world’s population aged 60 years old and over will almost double from
12% to 22% [2].
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Many different factors are involved in cellular aging, such as an increase in oxidative
stress (OxS) and inflammation, which impacts the functionality of molecules or structures
related to aging, such as telomere length, among others. Previous results by our research
group have demonstrated that a low intake of vitamin E accelerates cellular aging in patients
with cardiovascular disease [3]. This suggests the need to focus studies on identifying
patients at risk of unhealthy aging to take more effective and powerful steps aimed at
delaying or slowing the aging process, and thus reducing the probability of developing
aging-related diseases.

A healthy lifestyle, including a healthy diet, improves the maintenance of telomere
length, inflammatory and OxS status, and adherence to an unhealthy lifestyle has the
opposite effect [4]. Among the healthy diets that have been linked to an improvement
in age-related changes are the Mediterranean (Med) diet [5-7] and low-fat (LF) dietary
patterns [8-10].

There is a genetic component in aging and in age-related diseases [11,12] where single
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been shown to be associated with processes related
to the development of these diseases [13-15].

Sirtuins are a group of proteins involved in the protection and repair of DNA, as they
participate in the deacetylation of histones, molecules that maintain the structure of the
genetic sequence, and their dysfunction may be associated with cell damage, senescence
or cellular aging [16]. They play a role in preventing OxS and inflammation [17] and
are present in various intracellular locations in different tissues (liver, adipose tissue,
endothelium, etc.). Their functionality is regulated by external factors such as diet [18,19],
among others. For this reason, previous studies have focused on the regulation by sirtuins
of the aging process and the development of age-related diseases [20,21]. The SIRT1 gene
encodes for the protein sirtuin 1 (Sirt1), which has a range of molecular functions and has
emerged as an important protein in aging and metabolic regulation [22]. During the past
decade, studies have suggested a correlation between Sirt1 activity and aging-associated
diseases, including diabetes, cardiovascular disease and neurodegenerative disorders [23].
SNPs rs7069102 and rs1885472 are two SNPs in high LD located in the gene sequence. In
a previous study with healthy people, the risk of developing cardiovascular disease was
associated with the rs7069102 genotype, which points to the relationship between that
polymorphism and cardiovascular disease [24]. However, to date, no research has looked
into whether the biological effects of these SNPs are partly related to their association with
age-related features.

Based on the above, we investigated whether long-term consumption of two healthy
dietary patterns (LF diet or Med diet) interact with genetic variability at the SIRT1 gene
locus to modulate aging-related processes such as telomeres length, OxS and inflammation
in patients with coronary heart disease (CHD).

2. Materials and Methods
2.1. Population

The current work was conducted within the framework of the CORDIOPREYV study.
The CORDIOPREV study was a prospective, randomized, controlled clinical trial. Dietary
intervention was performed in patients with CHD whose inclusion period began in 2009. It
included a total of 1002 patients between the ages of 20 and 75 years old, who took part in
a dietary intervention with a Med or LF diet for a median of seven years. The details of
the study design have been previously provided on Clinicaltrials.gov (NCT00924937) and
the inclusion and exclusion criteria have been previously described [5]. Written consent
was obtained from all the subjects before recruitment and the study protocol and all
amendments were approved by the Ethics Committee of Hospital Reina Sofia, all of which
follow the Helsinki Declaration and good clinical practices. We carried out our analysis
in those subjects for whom we had complete information on the variables studied in the
baseline situation and after 4 years of follow-up (clinical, biochemical, genetic and telomere
length data (n = 716).
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2.2. Diet, Dietary Assessment and Follow-Up Visits

The patients were randomized into two different healthy dietary patterns: a Med diet
rich in fat from olive oil, with >35% of calories from fat (22% monounsaturated (MUFA),
6% polyunsaturated (PUFA), <10% saturated (SFA)), 15% proteins and a maximum of
50% carbohydrates; and a LF diet, comprising <30% total fat (12-14% MUFA, 6-8% PUFA
and <10% SFA), 15% protein, and a minimum of 55% carbohydrates. Briefing sessions
were held for each type of diet and a regular follow-up was carried out by nutritionists, as
detailed in previous publications of our group [25]. Dietary adherence in the CORDIOPREV
study has previously been reported by Quintana-Navarro et al. [25]. Full study diets, dietary
assessments, and follow-up visits have previously been reported [26].

2.3. Laboratory Measurements

Details of the measurements have been provided in a previous publication [27]. Blood
samples were collected from the participants after a 12 h overnight fast at the beginning
of the study and once a year during the follow-up period. In the present work, we used
the information about biochemical parameters obtained at the beginning of the study
and after 4 years of follow-up. Plasma and serum samples were collected in individual
tubes and centrifuged, then immediately frozen at —80 °C. The biochemical measurements
were taken at the Reina Sofia University Hospital by staff who had no knowledge of the
interventions. The main biochemical variables used in the present study were triglycerides,
total cholesterol, high density lipoprotein cholesterol (HDL-c), low density lipoprotein
cholesterol (LDL-c), glucose and C- reactive protein (CRP). The methodologies used to
carry out the measurements have been described previously [27].

2.4. OxS- and Inflammation-Related Parameters

As a sample of the total population of the study, oxidative-stress and inflammation-
related data from 353 participants from the CORDIOPREV Study were acquired in the set
of the PI13-00185 Grant (see acknowledgments), as previously published by our group [28].
Lipid peroxidation products (LPO), total glutathione, reduced (GSH) and oxidized glu-
tathione (GSSG) and the GSH/GSSG ratio were determined, as previously defined [28].
GSH and GSSG content were measured in the plasma samples using the BIOXYTECH®
GSH-400 Kit (OXIS International Inc., Portland, OR, USA) and the GSH-412 Kit (OXIS
International Inc., Portland, OR, USA), respectively. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-c)
was measured using commercially available enzyme-linked immunosorbent assay ELISA
kits (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA).

2.5. DNA Isolation from Blood Samples

DNA was obtained from the blood cells of the buffy coat fraction from blood contained
in EDTA tubes. The DNA was isolated through the salting-out method, and the DNA was
then resuspended in 500 pL of 1 x TE buffer [29].

2.6. Genotyping

Genotyping was performed using the OpenArray™ platform provided by Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA), using TagMan assays C___1340389_10 (assay
name: hCV1340389) for rs7069102 and C___11642237_10 (assay name: hCV11642237) for
rs1885472 provided by Thermo Fisher Scientific Inc. (Database: https:/ /www.thermofisher.
com/es/es/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-assays/snp-genotyping-
tagman-assays.html) (accessed on 13 September 2020). The procedure was carried out
according to the manufacturer’s instructions using an AccuFill™ robot for array loading, a
9700 thermal cycler for polymerase chain reaction (PCR) and an NT cycler for fluorescence
reading (all provided by Thermo Fisher Scientific Inc.). The Hardy-Weinberg equilibrium
was measured using the gene calc bioinformatic tool [30]. TagMan™ Genotyper software
V 1.3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) was used for genotype calling. We used
1000 GENOMES phase_3:IBS (http:/ /www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) (ac-
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cessed on 13 September 2020), as the reference population. The Pairwise LD level among
SIRT1 SNPs was validated by analyzing the D’ and r? values using Ensembl (Human
GRCh38.p13) in the same population group.

2.7. Quantitative PCR Analysis of Leucocyte Telomere Length (LTL)

We analyzed LTL at the beginning and after four years of follow-up, as per the study
protocol. We used the Cawthon method with quantitative PCR [31], as in the previous
papers from our group [27,32,33]. PCR reactions were carried out on an iQ5 thermal
cycler using a SensiFAST™ SYBR Lo-ROX kit, where for all samples the ratio of telomere to
constitutive gene RPL13a was estimated. The sequence of primers used and PCR conditions
have previously been published [27].

2.8. Statistics

We used SPSS Statistics for Windows (version 28.0) (IBM, Chicago, IL, USA) and
data are presented as mean =+ standard error of the mean (SEM). The differences in mean
biochemical and anthropometric parameters and the interaction with the genotype were
evaluated by One-Way ANOVA analysis (Supplementary Table S1). The comparison of
clinical and anthropometric parameters according to diet and genotype was carried out
using One-Way ANOVA analysis, separately and independently for each diet, with the SNP
rs7069102 genotype as a factor. Comparisons of frequencies between qualitative variables
were carried out using the Chi-Square test. ANOVA for repeated measures was used
to analyze the changes during the study. The Greenhouse-Geisser contrast statistic was
used when the sphericity assumption was not satisfied. In this analysis, we studied the
overall genotype influence (global ANOVA, p for genotype influence), the kinetics of the
intervention (p for time), and the interaction of the two factors (genotype vs. time). When
post hoc test analyses were pertinent, we used multiple comparison tests with the Sidak
correction. p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Baseline Characteristics according to the SIRT1 SNPs Genotype

The genotype distributions of both SNPs did not deviate from the Hardy—Weinberg
expectations. We compared the allelic frequencies observed for both SIRT1 SNPs with the
1000 genomes database. The minor allele frequency for the SNP rs7069102 was C = 0.305
(1000 genomes: C = 0.355) and for the SNP rs1885472 was G = 0.317 (1000 genomes:
G = 0.355). The genotypic frequencies observed for the SNP rs7069102 were G/G = 47.78%;
G/C =43.43%; C/C =8.79%, and for the SNP rs1885472 were C/C =47.02%; C/G = 42.45%;
G/G =10.53%. The LD analysis showed that the SNPs rs1885472 and rs7069102 were
D’ =1.000 and r? = 1.000, suggesting that the loci are in complete LD and coinherited in
most cases. Therefore, given its association, and the existence of previous literature with
SNP rs7069102, but not with rs1885472, we decided to continue showing the analysis with
rs7069102 in this article. Since our analyses did not support a recessive mode of action for
this SNP and given the low frequencies of the genotype CC in rs7069102, we conducted
our subsequent analyses using a dominant model for the minor allele.

The demographic, anthropometric and biochemical characteristics according to the
SIRT1 SNP rs7069102 and diet are presented in Table 1. At baseline, we observed a signifi-
cant difference in weight in patients randomized to the Med diet who were also carriers of
the C allele compared to carriers of the GG genotype (p = 0.043). No significant differences
were observed in the other parameters analyzed, nor in the patients who followed the LF
dietary pattern (Table 1). No significant differences according to genotype for baseline
anthropometrics, cholesterol, glucose or CRP values were observed for the SIRTT SNP
rs7069102 (Supplementary Table S1).
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Table 1. Characteristics of patients according to genotype for SIRT1 polymorphism rs7069102 and diet.

Parameters LF Diet Med Diet
GG CG +CC p Value GG CG + CC p Value
N 162 171 189 194
Men/Women (n) 134/28 145/26 0.607 164/25 151/43 0.022 *
Age (years) 58.7 + 8.7 59.6 + 8.1 0.329 59.3 + 8.9 59.8 £9.2 0.629
Weight (kg) 85.3 £ 12.8 84.5 +12.2 0.547 86.6 - 14.2 83.7 £ 14 0.043 *
Waist circumference (cm) 104.5 £ 10.4 105.1 +10.2 0.628 105.2 £ 11.5 104.1 £ 11 0.311
BMI (kg/mz) 31.2+43 30.7 +4 0.289 314+ 44 309 +44 0.315
Total cholesterol (mg/dL) 157.24+29.8 160.1 4+ 28.2 0.359 158.5 4+ 33.1 159.6 + 31.5 0.723
HDL-C (mg/dL) 42.1 +10 429 +10.1 0.452 422 +10.3 42.1 +10.3 0.931
LDL-C (mg/dL) 86.8 = 23.9 89.7+ 23.5 0.281 88.2 4 26.6 90.1 +25.4 0.486
TG (mg/dL) 128 + 64.4 142.2 +73.4 0.063 1371+ 71 130.1 £+ 64.5 0.315
Glucose (mg/dL) 108.8 £ 29.5 113.4 +38.3 0.219 115.4 +40.8 111.4 £+ 36.3 0.316
CRP (mg/dL) 3.6 43 2.8 +3.2 0.073 2.7 +£37 2.8 +3.1 0.945

Values are expressed as mean + SEM. LF, low fat; Med, Mediterranean; BMI, Body mass index; HDL-C, high-
density lipoprotein; LDL-C, low-density lipoprotein; TG, triglycerides; CRP, C-reactive protein. Variables were
calculated using One-Way ANOVA analysis. * p values < 0.05.

3.2. Relationship between the SNP rs7069102 and LTL

In the whole population, we observed a maintenance of LTL in patients carrying the
GG genotype, in contrast to carriers of the mutant C allele, in whom LTL decreased after
4 years of follow-up compared with baseline (p = 0.001) (Figure 1).
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Figure 1. Leucocyte telomere length according to the single nucleotide polymorphism (SNP)
157069102 genotype located on the SIRT1 gene after the follow-up period. Data are represented
as the mean + SEM and correspond to ANOVA for repeated measures; where p1: time follow-up,
p2: genotype influence and p3: the interaction of the two factors (time vs. genotype). When post hoc
tests were pertinent, we used multiple comparisons with the Sidak correction. * p < 0.05 4 years vs.
baseline, 3 p < 0.05 genotypes in the same time. The data correspond to the population included in
the study where 351 subjects are carriers of the GG genotype (49%) and 365 of the CG + CC genotype
(51%) (combined both LF and Med diets).

3.3. Relationship between the SNP rs7069102 and Inflammation and OxS-Related Parameters

Subjects with the GG genotype showed an increase in GSH/GSSG ratio values com-
pared to their baseline levels (p = 0.003) (Figure 2A). Additionally, the LPO levels decreases
in both genotypes (GG and CG + CC) (both p < 0.001), however it decreases more in GG
carriers after the intervention period compared to baseline (Figure 2B). Moreover, a signifi-
cant decrease in TNF-« levels was observed in both the GG and CG + CC genotypes (both
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p < 0.001, respectively), although this profile was significantly greater in GG homozygotes
after 4 years of follow-up (p = 0.022) (Figure 2C).
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Figure 2. Changes in variables associated with oxidative stress (OxS) and inflammation according to
SNP rs7069102 genotype located in SIRT1 gene (Panel A, reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG);
B, lipid peroxidation products (LPO); C, tumor necrosis factor-alpha TNF-«). Data are represented as
the mean + SEM and correspond to ANOVA for repeated measures; where p1: time of follow-up,
p2: genotype influence and p3: the interaction of the two factors (time vs. genotype). When post hoc
tests were pertinent, we used multiple comparisons with the Sidak correction. * p < 0.05 4 years vs.
baseline, 3 p < 0.05 genotypes in the same time. The data correspond to the population included
in the study selected to the OxS and inflammation analyses where the where 49% carried the GG
genotype and 51% carried the C allele.

3.4. Effect of Diet on LTL and Inflammation-Related Parameters According to SIRT1 Gene Variants

3.4.1. Patients Randomized to the LF Diet

For the SNP rs7069102, after dietary intervention with the LF diet, a stabilization in
LTL was observed in subjects with the GG genotype, which decreased significantly in
subjects carrying the CG + CC genotypes (p = 0.012) (Figure 3B).

TNF-« levels decreased after 4 years in subjects carrying both genotypes (GG p < 0.001
and CG + CC p = 0.020). However, this decrease was significantly greater in subjects
carrying the GG genotype (p = 0.007) (Figure 3D). These GG patients also showed a
significant decrease in CRP levels when compared with carriers of the C allele (p time vs.
genotype = 0.025) (Figure 3F).

3.4.2. Patients Randomized to Med Diet

Telomere length decreased in GG and GC+CC patients after 4 years of follow-up. No
significant differences were observed between GG and GC+CC patients in terms of TNF-o
levels and CRP levels (Figure 3A,C,E).
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Figure 3. Interaction between diet and aging- and inflammation-related parameters according to SNP
rs7069102 genotype located in SIRT1 gene (Panels A,C,E, Mediterranean Diet and Leukocyte Telomere
Length, TNF-a and CRP; Panels B,D,F, Low-Fat Diet and Leucocyte Telomere Length, TNF-« and
CRP). Data are represented as the mean + SEM and correspond to an ANOVA for repeated measures,
where p1: time of follow-up, p2: genotype influence and p3: the interaction of the two factors (time
vs. genotype). When post hoc tests were pertinent, we used multiple comparisons with the Sidak
correction. * p < 0.05 4 years vs. baseline, 3 p < 0.05 genotypes in the same time period.

4. Discussion

Our results demonstrate the interaction between diet and rs7069102 gene variation of
the SIRT1 gene in the modulation of aging-associated markers. We observed that subjects
homozygous for the common allele who followed a LF dietary pattern for 4 years showed,
over time, benefits in telomere length evolution, which is a marker of cellular aging.
Additionally, in these patients, we also observed a decrease in TNF-oc and CRP, which are
markers of OxS and inflammation and factors previously associated with telomere length.
In parallel, and as an internal control study, we performed the same data analysis with the
high LD association rs1885472 that replicated all the findings for rs7069102.

The WHO estimates that deaths from chronic diseases associated with aging will
double in the next 10 years. This is because the percentage of the world’s population aged
60 years old and over will increase almost two-fold from 12% to 22% [2]. The development
of diseases associated with aging is directly related to cellular senescence, where cells are
unable to carry out certain biological processes. In various metabolic diseases such as
diabetes mellitus and cardiovascular diseases, the adoption of healthy eating habits has
been proven to be useful to slow down the aging process and cellular dysfunction. Previous
studies have demonstrated the beneficial effect of adherence to diets such as the Med diet
or LF diet on markers associated with aging [10,32]. However, nutritional habits may have
a different effect on the aging process, partly due to the genetic diversity of the population.
In fact, during the aging process, these genetic characteristics also determine changes at the
cellular level such as apoptosis, telomeric shortening and mitochondrial activity [32,34,35].
This directly impacts on markers associated with OxS (GSH and GSSG, LPO), inflammation
(TNF-oc and CRP) and telomere length.

In this context, the proteins known as sirtuins, due to their involvement in apoptosis,
inflammation and mitochondrial activity, are related to the protection against arterial calci-
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fication, the regulation of mitochondrial function and the antioxidant defense system [36].
Although the rs7069102 genotype was previously associated with an increase in the risk of
developing cardiovascular disease in healthy subjects [24], it was not previously associated
with changes in cellular age-related features, such as telomere length. Regarding the other
SNP chosen for investigation, rs1885472, there is little previous evidence available about
its relationship with aging, disease and how environmental factors such as diet affect it,
but its high LD with rs7069102 enabled us to confirm the data obtained. Due to the high
co-inheritability, we only showed the results for rs7069102, selecting it as an SNP tag. How-
ever, we also performed all the analyses with rs1885472 (data not shown), which replicated
the results obtained for rs7069102. The consistency of these results with rs1885472 provides
an internal control which helps to corroborate the main body of evidence.

In our study, when we analyzed the whole population, not splitting the sample by diet
type, subjects carrying the mutated alleles showed a decrease, after 4 years, in telomere
length, in contrast to the maintenance in the telomere length found in the homozygotes for
the common allele. Although concomitant improvements in OxS (LPO) and inflammation
parameters (TNF-o) were found in all participants, these changes were more favorable in
the common allele homozygotes.

One interesting finding of our study was that telomere length did not differ at the
beginning of the study between C-carriers and GG patients. We believe that this is a clear
case of Nutrigenomics, rather than a genetic effect, as we were not able to see differences in
the telomeres in subjects who were not distributed to different dietary patterns, and that
it was precisely the dietary intervention that allowed us to find this association between
nutrition and genotype. In this context, in relation to diet, a previous study analyzed the
association between SIRT1 SNPs (rs7069102, rs2273773, rs3818292), suggesting that the
combination of genetic variants of the SIRT1 gene and dietary n-6 and/or n-3 PUFA intake
influences the serum levels of LDL-C and HDL-C [37]. In our study, we observed that
carriers of the mutated alleles at SNPs rs7069102 (and rs1885472), after a 4-year follow-up
of a LF diet, showed some changes in parameters associated with ageing (telomere length)
and inflammation, which were not found in carriers of the ancestral alleles.

As mentioned above, when we analyzed the data from the whole population (without
splitting the population into dietary arms), we saw beneficial differences in variables related
to aging in the subjects homozygous for the common allele. This could be interpreted as a
favorable association following the intervention with either diet. Specific evaluation of the
results by diet showed that these effects were only statistically evident in the subgroup of
the LF diet, which may indicate that the LF diet performed better, or that we were not able
to identify those specific beneficial effects in the Med diet group due to a lack of statistical
power for the results obtained. Nevertheless, to provide an explanation underlying our
results, we should remember that, although the Med Diet and the LF diet show some
common features, there are differences, such as the fat content, that could act as drivers of
the associations found.

Our study has certain limitations. It was conducted in a population with CHD, which
suggests that our results should not be extrapolated to the general population. Additionally,
in our study, we analyzed telomere length over a certain time period, which does not allow
us to infer either the total length of the telomere or the changes that this length had in the
years before of the study started, when the subjects were on an ad libitum diet. Finally,
larger-scale studies would be needed to replicate our findings.

5. Conclusions

In conclusion, the genetic variants located in the SIRT1 gene will enable us to offer our
patients a personalized diet tailored to their genetic characteristics, which allows us to slow
down the aging process and its related diseases by improving the OxS and inflammation-
related parameters. In our case, homozygotes for the rs7069102 SNP would benefit from a
LF diet to slow telomere shortening.
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